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Resumen 
 
La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa más frecuente en el mundo después de 
la enfermedad de Alzheimer. Aunque los factores que causan esta enfermedad no están descritos en su totalidad, se 
conoce que es el resultado de una exposición a factores de riesgo ambientales y genéticos. Se han descrito diversos 
genes cuyas mutaciones son las causantes de aproximadamente el 10% de los casos totales de EP. LRRK2 (Leucine-
rich repeat kinase 2) también conocido como PARK8, codifica para una proteína denominada dardarina o LRRK2 cuyas 
mutaciones son responsables de entre el 5-13% de los casos de enfermedad de Parkinson familiar y de entre el 1-5% 
de pacientes con enfermedad de Parkinson esporádica. La proteína LRRK2 está localizada en el citoplasma asociada a 
membranas y contiene diversos dominios, tanto de interacción proteica (ARM, ANK, LRR y WD40) como dominios con 
actividad enzimática (ROC-COR, MAPKKK). Debido a su estructura y localización se piensa que dardarina está 
implicada en la señalización celular neuronal y la morfología celular. Además, se ha implicado la proteína mutada en la 
neurodegeneración a través de la activación de la apoptosis celular vía caspasas.  
 
El estudio del promotor de LRRK2 fragmentándolo en construcciones independientes en un vector de expresión y 
transfectándolas en diversas líneas celulares, permite analizar las regiones reguladoras de este promotor, es decir, 
aquellas secuencias que unen factores de transcripción tanto para activar como para reprimir su transcripción. Así 
identificaremos regiones que pueden contribuir a la susceptibilidad frente a la EP mediadas por este gen. De este 
modo hemos identificado en la zona promotora proximal una región que actúa uniendo un silenciador de la 
transcripción. Posteriormente hemos confirmado in silico la presencia de una secuencia consenso para el silenciador 
NRSF (Neuron-restrictive silencer factor) en esa zona. El NRSF es un factor silenciador de la transcripción que se 
expresa en tejidos no neuronales y reprime la expresión de muchos genes neuronales en estos tejidos.  
 
Los ensayos de expresión de las construcciones del promotor LRRK2 en A204, HeLa y SH-SY5Y apuntan a la presencia del 
silenciador en estas líneas celulares. Harán falta ensayos de expresión de las construcciones del promotor en células 
neuronales, como SH-SY5Y diferenciadas, experimentos de mutagénesis dirigida, ensayos EMSA, ChIP y experimentos 
de silenciamiento para corroborar el papel de NRSF como regulador negativo de la expresión de LRRK2 e identificar 
los activadores de la misma. Se ha iniciado el proceso de diferenciación a fenotipo neuronal de las SH-SY5Y con ácido 
retinoico y transfección con las construcciones del promotor, sin embargo todavía no se han obtenido resultados 
concluyentes. 
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Resum 
La malaltia de Parkinson (MP) és la segona malaltia neurodegenerativa més freqüent en el món després de la malaltia 
d'Alzheimer. Encara que els factors que causen aquesta malaltia no estan descrits en la seua totalitat, es coneix que 
és el resultat d'una exposició a factors de risc ambientals i genètics. S'han descrit diversos gens en els quals les 
mutacions són les causants d'aproximadament el 10% dels casos totals de MP. LRRK2 (leucine-rich repeat kinase) 
també conegut com PARK8, codifica per una proteïna anomenada dardarina o LRRK2, i les seues mutacions són 
responsables d'entre el 5-13% dels casos de malaltia de Parkinson familiar i d'entre el 1-5% de pacients amb malaltia 
de Parkinson esporàdica. La proteïna LRRK2 està localitzada al citoplasma associada a membranes i conté diversos 
dominis, tant d'interacció proteica (ARM, ANK, LRR i WD40) com dominis amb activitat enzimàtica (ROC-COR, 
MAPKKK). Causa de la seva estructura i localització es pensa que la dardarina està implicada en la senyalització 
cel·lular neuronal i la morfologia cel·lular. A més a més, s’ha implicat la proteïna mutada en la neurodegeneració 
mitjançant l’activació de l'apoptosi cel·lular via caspases. 
L'estudi del promotor de LRRK2 fragmentant-lo en construccions independents en un vector d'expressió i transfectat-lo en 
diverses línies cel·lulars, permet analitzar les regions reguladores d'aquest promotor és a dir, aquelles seqüències que 
uneixen factors de transcripció tant per activar com per reprimir la seua transcripció. Així identificarem regions que 
puguen contribuïr a la susceptibilitat front la MP dintre d’aquest gen. D'aquesta manera hem identificat a la regió 
promotora proximal una regió que actua unint un silenciador de la transcripció. Es confirma in silico la presència d'una 
seqüència consens per al silenciador NRSF (Neuron-restrictive Silencer factor) en aquesta zona. El NRSF és un factor 
silenciador de la transcripció que s'expressa en teixits no neuronals i reprimeix l'expressió de molts gens neuronals en 
aquests teixits. 
Els assaigs d'expressió de les construccions del promotor LRRK2 a A204, HeLa i SH-SY5Y apunten a la presència del 
silenciador en aquestes línies cel·lulars. Faran falta més assaigs d'expressió de les construccions del promotor en 
cèl·lules neuronals, com SH-SY5Y diferenciades, experiments de mutagènesi dirigida, assaigs EMSA, ChIP i 
experiments de silenciament per corroborar el paper de NRSF com a regulador negatiu de l'expressió de LRRK2 i 
identificar els activadors de la mateixa. S’ha començat el procés de diferenciació a fenotip neuronal de les SH-SY5Y 
amb àcid retinoic i transfecció amb les construccions del promotor però encara no s'han obtingut resultats concloents. 
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Abstract 
Parkinson´s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease in the world after Alzheimer's disease. 
Although the factors that cause this disease are not fully described, is known to be the result of exposure to 
environmental risk factors and genetics. It has been described several genes whose mutations are responsible for 
approximately 10% of the total cases of PD. LRRK2 (leucine-rich repeat kinase) also known as PARK8 codes for a 
protein called dardarina or LRRK2 whose mutations are responsible for between 5-13% of cases of familial Parkinson's 
disease and between 1-5% of patients sporadic Parkinson's disease. LRRK2 protein is localized in the cytoplasm 
associated with membranes and contains several domains, both protein interaction (ARM, ANK, LRR and WD40) and 
domains with enzymatic activity (ROC-COR, MAPKKK). Due to its structure and location it is thought that dardarin is 
involved in neuronal cell signaling and cell morphology. Hence, the mutated protein produces neurodegeneration and 
apoptosis via active caspases. 
The study of LRRK2 promoter fragments as separate constructs in an expression vector transfected into various cell lines, 
lets to analyze the regulatory regions of the promoter, ie, those sequences that bind transcription factors both to 
activate and to repress transcription. This approach will let us identify potential EP susceptibility regions in this gene. 
Thus we have identified in the proximal promoter region a motif that acts by binding a silencer of transcription. In 
silico we confirmed the presence of a consensus sequence for the NRSF (Neuron-restrictive silencer factor) silencing in 
that area. The NRSF is a silencer of transcription factor expressed in neural tissues and represses the expression of 
many neuronal genes in these tissues. 
Trials of expression of LRRK2 promoter constructs in A204, HeLa and SH-SY5Y point to the presence of a silencing motif 
in these cell lines. Additional experiments will be required for the expression of promoter constructs in neuronal cells, 
in differentiated SH-SY5Y, site directed mutagenesis experiments, testing EMSA, ChIP and silencing experiments to 
corroborate the role of NRSF as a negative regulator of the expression of LRRK2 and to identify its triggers. The 
process of differentiation of SH-SY5Y cells with retinoic acid and transfection with promoter constructs has been 
initiated althoughwe have not obtained conclusive results yet. 
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Phe, F  Fenilalanina 
Asp, D  Ácido aspártico 
Tyr, Y  Tirosina 
Mg  Magnesio 
Ile, I  Isoleucina 
ADN 
ADNc 
Ácido desoxiribonucleico 
Complementario 
NRSF  Neuron‐restrictive silencer factor 
REST  Restriction  Element‐1  silencing 
transcription factor 
NRSE  Neuron‐restrictive silencer element 
ATRA, RA  All‐trans‐retinoic acid, ácido retinoico 
PMA   Phorbol miristato acetato 
HDAC  Complejo histona deacetilasa 
MOR  Receptor opioide µ 
AmpR  Ampicilina resistente 
Luc+  Luciferasa positive 
NaCl  Cloruro de sodio 
KCl  Cloruro de potasio 
MgCl2  Cloruro de magnesio 
MgSO4  Sulfato de magnesio 
FBS  Suero fetal de bovino 
NEAA  Aminoácidos no esenciales 
NaP  Piruvato sódico 
Min  Minuto 
H  Hora 
s  Segundo 
µl  Microlitro 
Tª  Temperatura 
ºC  Grados centígrados 
Ml  Mililitro 
Ng  Nanogramo 
AcNH4  Acetato de amonio 
r.p.m.  Revoluciones por minuto 
 EtOH  Etanol 
V  Voltio 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 
mM  Milimolar 
SDS  Dodecil sulfato sódico 
NaOH   Hidróxido de sodio 
KOH  Hidróxido de potasio 
µg  Microgramos 
CO2  Dióxido de carbono 
µM  Micromolar 
GFP  Green fluorescent protein 
EGR  Epidermal grow factor 
TFII  Factor de transcripción 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I INTRODUCCIÓN 
“Antes pensábamos que nuestro futuro 
estaba en las estrellas. Ahora sabemos 
que está en nuestros genes” 
James Watson 
1. Enfermedad de Parkinson 
La  Enfermedad  de  Parkinson  (EP)  es  una  enfermedad  neurodegenerativa 
caracterizada por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la pars 
compacta de la substantia nigra y del núcleo estriado. Fue inicialmente descrita 
por  James  Parkinson  en  1817  (Parkinson,  originalmente  publicada  1817) 
cuando se detectaron  las primeras manifestaciones  físicas de esta patología y 
actualmente  es  la  segunda  enfermedad  neurodegenerativa  más  común 
después de la enfermedad de Alzheimer.  
El  diagnóstico  está  basado  en  síntomas  clínicos  como  una  combinación  de 
temblor, bradicinesia, rigidez,  inestabilidad postural o trastornos del equilibrio 
y,  más  adelante  en  el  tiempo,  déficit  cognitivo.  Hoehn  y  Yahr  (Federación 
Española  de  Parkinson;  http://www.fedesparkinson.org/)  han  establecido  5 
niveles de afectación: estadio 0 (ausencia de signos patológicos), estadio 1 (los 
síntomas afectan sólo a una parte del cuerpo), estadio 2 (los síntomas afectan a 
las dos mitades del cuerpo pero no existe un trastorno del equilibrio), estadio 3 
(aparece la inestabilidad postural), estadio 4 (el paciente sufre una incapacidad 
grave  aunque  es  capaz  de  andar  o mantenerse  de pie  sin  ayuda)  y  estadio  5 
(incapacitación total). El seguimiento de los pacientes mejora el diagnóstico y el 
tratamiento,  aunque  es  necesario  un  análisis  post‐mortem  para  su 
confirmación  (Lonneke et al., 2006).  
Además, la pérdida neuronal está acompañada por la aparición de cuerpos de 
Lewy  (Biskup  et  al.,  2008),  inclusiones  intracitoplasmáticas  compuestas  de 
ubiquitina  y  α‐sinucleína,  que  aparecen  en  las  neuronas  dopaminérgicas 
supervivientes y en el cortex cerebral, lo que ocasiona una forma de demencia 
distinta  a  la  de  la  enfermedad de Alzheimer,  en un  25‐40% de pacientes. No 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obstante,  existe  cierta  heterogeneidad  patológica  ya  que,  por  ejemplo,  la 
mayor parte de casos de EP juvenil carecen de este tipo de lesiones. 
1.1. Incidencia y prevalencia 
La  incidencia  de  la  EP  en  la  sociedad  se define  como el  número de  casos 
nuevos  de  EP  por  unidad  de  tiempo,  normalmente  un  año.  La  incidencia 
aumenta a partir de  los 50 años,  siendo muy baja en edades anteriores y 
aumentando  rápidamente  a  partir  de  ésta.  Entre  los  55  y  85  años  la 
incidencia es del  7,7% en  las mujeres  y del  8,5% en  los hombres,  aunque 
son  valores  difíciles  de  determinar  (Sketu et  al.,  2007).  A  partir  de  los  85 
años la incidencia disminuye, aunque se mantiene superior en los hombres 
supuestamente  debido  al  efecto  neuroprotector  de  los  estrógenos 
(Lonneke et al., 2006).  
Se  define  la  prevalencia  como  el  número  total  de  casos  conocidos  de  la 
enfermedad. Debido a la falta de criterios de diagnóstico unificados y a las 
diversas  poblaciones  analizadas  es  complicada  de  calcular.  Tanner  estima 
que la prevalencia de la EP a nivel mundial es de entre 31 y 328 casos por 
cada  100.000  personas  (Tanner,  1996).  En  países  industrializados  es  del 
0,3% calculado para la población total y del 1% para la población de más de 
60 años (Lonneke et al., 2006).  
Se  observa  de  forma  general  que  la  prevalencia  y  la  incidencia  de  la 
enfermedad aumentan progresivamente con la edad de los pacientes. 
  
1.2. Causas  
La EP es  idiopática,  aunque durante décadas  se ha  considerado de origen 
ambiental. Actualmente, el interés en su investigación ha aumentado con el 
descubrimiento de mutaciones monogénicas que podrían ser responsables 
del 10% de los casos totales, resultando el restante 90% en EP esporádica. 
Son  igualmente  desconocidos  los  mecanismos  que  causan  la  pérdida 
selectiva  de  células  dopaminérgicas,  aunque  se  sospecha  que  es 
consecuencia de la disfunción mitocondrial y del estrés oxidativo (Lonneke 
et al., 2006). Los estudios se centran en definir los factores de riesgo y sus 
posibles interacciones que pueden dar lugar a la EP. 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1.2.1. Factores de riesgo no genéticos 
• Pesticidas, herbicidas y metales pesados.  
Existen evidencias estudios que señalan una relación positiva 
entre  la  exposición  a  pesticidas  y  la  EP.  Los  pesticidas 
contienen compuestos que causan la disfunción de la cadena 
respiratoria de  la mitocondria, produciendo estrés oxidativo 
y daños en el  sistema nigro‐estriatal.  La exposición a MPTP 
(1‐methyl‐4‐phenyl‐1,2,3,6‐tetrahydropiradyne),  al  herbicida 
paraquat y al pesticida rotenona producen también la EP, ya 
que son inhibidores del complejo I de la cadena respiratoria 
de  la  mitocondria  (Sketu  et  al.,  2007).  No  obstante, 
únicamente  se  han  encontrado  resultados  significativos  en 
humanos  que  corroboran  la  hipótesis  en  hombres  que 
trabajan más de 10 años en una plantación  (Lonneke et al., 
2006).   
Se  piensa  que  la  exposición  a  metales  pesados  como 
manganeso  o  cobre  provoca  daños  neurológicos,  aunque 
todavía es desconocido el mecanismo de acción. 
• Tabaco, café y alcohol. 
Los  datos  confirman  que  existe  una  relación  inversa  entre 
fumar  frecuentemente  y  la  EP.  Los mecanismos propuestos 
para explicar este hecho son que la nicotina del tabaco tiene 
un efecto neuroprotector puesto que estimula  la  liberación 
de  dopamina,  tiene  una  función  antioxidante  o  altera  la 
actividad de la monoaminooxidasa B. Debido al efecto de las 
vías dopaminérgicas sobre los mecanismos de recompensa y 
a la corta vida de la dopamina en los enfermos de Parkinson, 
se  postula  que  éstos  son menos  propensos  a  presentar  un 
comportamiento  adictivo  (Lonneke  et  al.,  2006).  No 
obstante,  la  relación  entre  la  ingesta  de  alcohol 
(comportamiento  adictivo)  y  el  desarrollo  de  la  EP  no  está 
clara y los datos no son concluyentes. 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Los consumidores habituales de café tienen un menor riesgo 
de padecer Parkinson, puesto que la cafeína es un inhibidor 
del  receptor  de  adenosina  A2  y  su  efecto  mejora  las 
deficiencias motoras. Sin embargo, en mujeres consumidoras 
de estrógenos como terapia, la relación entre enfermedad y 
cafeína  no  está  tan  clara  porque  los  estrógenos  inhiben  el 
metabolismo de las cafeínas (Lonneke et al., 2006). 
• Dieta.  
Se  conoce  que  los  antioxidantes  como  las  vitaminas  tienen 
un  efecto  protector  sobre  las  neuronas  dopaminérgicas  en 
estados presintomáticos de la enfermedad. La vitamina B6 se 
relaciona con un descenso del riesgo de padecer EP (Lonneke 
et al., 2006). 
La  ingesta  de  grasas  y  alimentos  con  elevado  contenido 
lipídico aumenta los radicales libres acumulados y, por tanto, 
el  riesgo  de  EP;  sin  embargo,  se  necesitan  estudios 
prospectivos  que  lo  confirmen.  Por  otra  parte,  los  ácidos 
grasos  insaturados  tienen  un  efecto  neuroprotector  y 
propiedades antiinflamatorias (Lonneke et al., 2006). 
Algunos estudios han encontrado una relación positiva entre 
el  consumo  de  hierro  y  la  EP,  ya  que  se  ha  encontrado 
acumulado en la substantia nigra de pacientes con EP. 
Los antiinflamatorios no esteroideos disminuyen el riesgo de 
padecer  EP.  Por  otra  parte,  puesto  que  las  hormonas 
femeninas son antioxidantes y protegen a las neuronas de la 
muerte  celular  la  ingesta  de  estrógenos  mejora  la  función 
motora (Lonneke et al., 2006). 
 
1.2.2. Factores de riesgo genéticos 
• Las formas monogénicas de la EP suponen aproximadamente un 10% 
de  los  casos  totales.  Los  factores  genéticos  suelen  relacionarse  con 
los casos tempranos (afectan a menores de 50 años). 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• La primera mutación  identificada  fue en el gen PARK1  (4q21‐23) en 
1996,  de  herencia  autosómica  dominante  y  que  codifica  para  la 
proteína α‐sinucleína, constituyente principal de los cuerpos de Lewy.  
• PARK2  codifica  para  la  proteína  parkina  de  herencia  autosómica 
recesiva  que  es  la  responsable  del  15%  de  los  casos  de  EP 
relacionados con factores genéticos (Sketu et al., 2007). 
• Las mutaciones suelen afectar a genes asociados al metabolismo de 
la dopamina, al metabolismo de la mitocondria, a la detoxificación, o 
a enfermedades neurodegenerativas. 
• Se han identificado 13 locus distintos relacionados con la EP (tabla1). 
Tabla 1. Genes relacionados con EP 
Gen  Cromosoma  Herencia  Proteína  Función proteica  Patología 
PARK1  (α‐
sinucleína) 
4q21  Autosómica dominante  α‐sinucleína  Componente  de  los  cuerpos 
de Lewy 
Degeneración  nigral  con 
cuerpos de Lewy 
PARK2 (parkina)  6q25 2‐27  Autosómica recesiva  Parkina  Componente  del  sistema 
ubiquitina proteasoma 
Degeneración  nigral  sin 
cuerpos de Lewy 
PARK3   2p13  Autosómica dominante  ‐  ‐  Degeneración  nigral  con 
cuerpos de Lewy 
PARK4  4p16  Autosómica dominante  α‐sinucleína  Componente  de  los  cuerpos 
de Lewy 
Degeneración  nigral  con 
cuerpos de Lewy y vacuolas en 
neuronas del hipocampo 
PARK5 (UCHL‐1)  4p14  Autosómica dominante  UCHL‐1  Componente  del  sistema 
ubiquitina proteasoma 
‐ 
PARK6 (PNK1)  1p35‐36  Autosómica recesiva  PTEN‐induced 
kinase  
Protección contra disfunción 
mitocondrial 
‐ 
PARK7 (DJ‐1)  1p38  Autosómica recesiva  DJ‐1  Protección  frente  a  estrés 
oxidativo 
‐ 
PARK8 (LRRK2)  12p11.2‐
q13.1 
Autosómica dominante  Dardarina  ‐  Patología  α‐sinucleina  y  tau 
variable 
PARK9  1p36  Autosómica recesiva  ‐  ‐  EP  con  espasmos,  demencia  y 
parálisis 
PARK10  1p32  Autosómica dominante  ‐  ‐  ‐ 
PARK11  2q34  Autosómica dominante  ‐  ‐  ‐ 
PARK12  Xq31  Ligado a cromosoma X  ‐  ‐  ‐ 
PARK13  2p12  ‐  ‐  ‐  ‐ 
 
 
• El estudio de las mutaciones en estos genes proporciona un 
conocimiento  básico  del  proceso  de  la  EP,  ya  que  ofrecen 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información  sobre  la  agregación  proteica  (α‐sinucleína),  la 
función  mitocondrial  (PINK1)  y  el  sistema  ubiquitina 
proteasoma (PRKN). 
 
1.3. Terapias 
Las terapias disponibles son sintomáticas y se centran en reforzar la función 
dopaminérgica  y  mejorar  la  función  motora;  es  el  caso  del  fármaco 
levodopa  que  es  un  precursor  de  la  dopamina  y,  por  tanto,  suple  su 
disminución  en  las  personas  afectadas  de  EP  (Lonneke  et  al.,  2006).  Su 
eficacia está  limitada a  largo plazo ya que no  incide sobre  las causas de  la 
enfermedad y presenta efectos secundarios asociados a un uso prolongado. 
Así  tras  5  años  de  tratamiento  con  levodopa  aparecen  en  un  25‐50%  de 
pacientes  las  fluctuaciones  motoras  o  “periodos  off”,  en  los  que  la 
medicación no produce efecto alguno. Conforme transcurren  los años,  los 
“periodos  off”  son  más  prolongados  y  los  periodos  en  los  que  levodopa 
tiene efecto son más cortos,  lo que obliga a aumentar  la dosis y aparecen 
los  efectos  secundarios  (Federación  Española  de  Parkinson; 
http://www.fedesparkinson.org/). Actualmente,  se piensa que  las  terapias 
más  efectivas  por  ser  modificadoras  de  la  enfermedad  durante  su 
desarrollo  serían  la  terapia  génica  y  la  implantación de  células madre;  sin 
embargo, éstas necesitan una aceptación clínica (Braithwait et al., 2009). 
De esto se deduce que es importante identificar nuevas dianas moleculares 
para  conocer  los  mecanismos  de  acción  de  la  EP  y  desarrollar  terapias 
capaces de identificarlos y corregir su disfunción.  
 
 
2. Gen humano LRRK2  
El  locus  PARK8,  más  conocido  como  LRRK2  (Leucine‐rich  repeat  kinase),  fue 
caracterizado en el año 2002 por Funayama et al. en una  familia  japonesa de 
Sagamihara compuesta por 31 individuos y 4 generaciones cuyo diagnóstico fue 
EP de aparición tardía sensible a L‐Dopa que recuerda a la EP idiopática (Kumari 
et al.,  2009).  La participación de LRRK2  en  la EP  fue  confirmada en otras dos 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familias:  alemana‐canadiense y del oeste de Nebrasca  (Zimprich et al.,  2004). 
En  el  año  2004  se  identificaron mutaciones  no  sinónimas  en  este  locus  para 
diversas familias que lo establecieron como la causa genética principal de la EP 
autosómica dominante. 
La  proteína  LRRK2  se  identificó  en  familias  de  origen  vasco  y  se  denominó 
dardarina haciendo referencia a dardara que significa temblor en vasco y es un 
síntoma común en estos pacientes (Paisán‐Ruiz et al., 2004). 
 
2.1. Localización 
2.1.1. Localización anatómica 
LRRK2  no  se  localiza  exclusivamente  en  el  cerebro,  sino  que  se 
encuentra  distribuida  de  forma  general  en  el  organismo  y  su 
expresión  es  especialmente  elevada  en  pulmones,  hígado,  bazo  y 
leucocitos.    También  se  observa  que  su  expresión  aumenta  con  el 
desarrollo  porque  está  pobremente  expresada  en  el  tejido 
embrionario  (Webber  el  al.,  2009).  Los  estudios  realizados  en 
cerebro muestran una presencia elevada de ARNm de LRRK2 en el 
estriado  dorsal  y  el  córtex  y  una  representación  menor  en  otras 
estructuras  del  cerebro  como  el  tubérculo  olfatorio,  el  núcleo 
accumbens,  el  hipocampo,  el  cerebelo  y  la  substantia  nigra.  Esto 
sugiere  que  LRRK2  participa  en  la  función  celular  básica  (Morris, 
2008). 
 
2.1.2. Localización celular 
La proteína LRRK2 se halla en el citoplasma probablemente asociada 
a membranas (vesículas, mitocondria, aparato de Golgi), pero no se 
encuentra en el núcleo. Una porción de la proteína es hidrosoluble, 
pero otra parte únicamente se disuelve con fuertes detergentes y en 
condiciones  reductoras  (Webber et  al.,  2009).  Se  supone  que  está 
presente  en  la membrana  y  las  fracciones microsomales  como  las 
balsas  de  lípidos,  los  microdominios  de  membrana  y  el  retículo 
endoplasmático,  lo  que  induce  a  pensar  que  LRRK2 participa  en  la 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sinapsis,  en  la  síntesis,  transporte  o  regulación  vesicular  (Morris, 
2008).  
 
2.2. Dominios y estructura 
El locus LRRK2 tiene 144 Kb y un ORF de 7.581 pb distribuidas en 51 exones 
que  codifica  para  una  proteína  de  2.527  aminoácidos  que  tiene  un  peso 
molecular  predicho  de  286  KDa.  La  proteína  es  compleja  y  cuenta  con 
diversos dominios conservados (figura 1): ARM (armadillo), ANK (anquirina), 
LRR  (repeticiones  ricas  en  leucina),  ROC  (dominio  ras  de  proteínas 
complejas  perteneciente  a  la  superfamília  Ras/Rab  GTPasa),  COR  (C‐
terminal  de  ROC),  MAPKKK  (dominio  quinasa  con  homología  a  mitogen 
activated protein  kinase‐kinase‐kinase)  y WD40.  Estos dominios  son  tanto 
de interacción proteína‐proteína (ARM, ANK, LRR y WD40) como dominios 
con actividad enzimática (ROC como GTPasa que cataliza la hidrólisis de GTP 
a GDP y MAPKKK como quinasa que cataliza las reacciones de fosforilación). 
Debido a esta estructura multidominio se piensa que LRRK2 es una proteína 
de andamiaje que participa en un complejo de señalización multiproteico. 
Se han caracterizado mutaciones en la secuencia de la proteína que afectan 
a la función de ésta. En la figura 1 se muestran las variaciones que con más 
frecuencia producen la EP familiar y que se distribuyen uniformemente en 
la población mundial. 
 
 
 
Figura 1. Dominios de LRRK2 y mutaciones patogénicas 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2.3. Genes homólogos y estudios en sistemas modelo 
Debido  a  la  gran  complejidad  de  esta  proteína  es  necesario  estudiar  la 
estructura y la función de otras proteínas relacionadas en diversos sistemas 
modelo,  ya que  los modelos no mamíferos  son más  rápidos  y eficaces en 
estudios  in  vivo  para obtener  información  sobre mecanismos moleculares 
que ocurren en la EP. 
 
2.3.1. Dictyostelium discoideum (ameba) 
D.  discoideum  posee  dos  proteínas  homólogas  a  LRRK2,  GbpC  y 
Pats1  que  cuentan  con  una  secuencia  de  dominios  conservados: 
LRR‐ROC‐COR‐quinasa.  Ambas  proteínas  están  implicadas  en  la 
quimiotaxis, la división celular y el desarrollo, tal como demuestran 
los  experimentos  de  delección  de  GbpC  que  hace  decrecer  la 
fosforilación  de  miosina  II  y  modifica  la  localización  subcelular  de 
cadena  pesada  y  la  deleción  de  Pats1  que  produce  morfología 
celular  anormal  y  déficits  en  la  división.  De  estas  experiencias  se 
deduce  que  LRRK2  humana  se  podría  unir  a  proteínas  del 
citoesqueleto y a microtúbulos, y que fosforila  la miosina anclando 
el citoesqueleto a la membrana plasmática (Yue, 2009). 
 
2.3.2. Caenorhabditis elegans (nematodo) 
La  proteína  LRK1  de  C.  elegans  es  ortóloga  de  LRRK2  humana  y 
tienen en común los dominios LRR, ROC, COR y quinasa en el mismo 
orden. A través de experimentos realizados en este sistema modelo 
se  pueden  deducir  las  funciones  de  esta  estructura  concreta  de 
dominios.  El  primer  estudio,  en  el  que  se  deleciona  LRK1,  sugiere 
que  LRK1  está  implicada  en  la  localización  y  polaridad  de  las 
vesículas sinápticas que normalmente se encuentran en las regiones 
pre‐sinápticas,  pero  LRK1  mutada  ha  sido  localiza  además  en  las 
dendritas.  En  el  segundo  ensayo,  en  el  que  se  expresa 
ectópicamente LRRK2 humana silvestre y mutada, y se sobreexpresa 
LRK1  control,  se  establece  que  LRRK2  sobreexpresada  otorga  una 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fuerte  protección  a  rotenona  y  a  estrés  relacionado  con  la 
mitocondria, mientras que LRRK2 mutada no protege con la misma 
efectividad (Yue, 2009).  
 
2.3.3. Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) 
La proteína dLRRK es homóloga de la LRRK2 humana y mantiene la 
misma estructura de los dominios LRR, ROC, COR y quinasa. En este 
sistema modelo también se realizan diversos ensayos para estudiar 
a  dLRRK  y  LRRK2,  pero  los  resultados  fueron  poco  concluyentes. 
Algunos  estudios demuestran que dLRRK protege  a  la  neurona del 
estrés  oxidativo,  mantiene  su  morfología  y  previene  la 
degeneración; sin embargo, otros ensayos determinan que dLRRK es 
prescindible para la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas y 
resulta no esencial para el desarrollo temprano (Yue, 2009). 
 
 
Figura  2.  Ilustración  de  los  dominios  alineados  de  LRRK2  y  otras  proteínas 
relacionadas (Yue, 2009) 
 
2.4. Función e interacciones con otras proteínas 
Para  conocer  los  roles  bioquímicos  y  funcionales  de  la  dardarina  es 
necesario  identificar  sus  sustratos  fisiológicos.  Sin  embargo,  ya  que  éstos 
todavía no han sido determinados en su totalidad, la función de la proteína 
LRRK2 es desconocida. Se están planteando algunas hipótesis a partir de los 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estudios que se están  llevando a cabo. Algunos estudios de micromatrices 
en los que se comparan  líneas celulares SH‐SY5Y (neuroblastoma) silvestres 
y SH‐SY5Y con LRRK2 silenciado por ARN de  interferencia han demostrado 
que  187  genes  son  alterados  por  el  silenciamiento,  no  obstante, 
únicamente se han identificado por espectrometría de masas 14 proteínas 
que  interaccionan.  La mayoría  suelen  desempeñar  funciones  relacionadas 
con el mantenimiento del citoesqueleto,  la señalización por quinasas y  los 
sistemas de carabinas (chaperones) (Anand et al., 2009). 
Debido  a  su  estructura  que  combina  dominios  de  interacción  proteica  y 
dominios con actividad enzimática, LRRK2 ha sido relacionada con diversas 
familias  y  se  le  han  adjudicado  varias  funciones.  Inicialmente  se  la 
relacionaba  con  MLK  (mixed  lineage  kinases)  por  la  similitud  de  las 
secuencias pero la hipótesis actual plantea una relación con RIPK (receptor‐
interacting  protein  kinase)  (Greggio  et  al.,  2009)  Estas  Ser‐Thr  quinasas 
están  implicadas en  la  señalización de muerte  celular  en neuronas por  su 
relación  con  el  sistema  MAPKKK.  El  gran  número  de  dominios  de 
interacción proteína‐proteína  indican que LRRK2 debe ser una proteína de 
andamiaje capaz de reclutar a otras y de unirse a membranas intracelulares 
gracias  al  dominio  WD40.  Se  sabe  además  que  forma  homodímeros  y 
oligómeros.  
La  actividad  del  dominio  quinasa  suele  medirse  por  autofosforilación, 
aunque  es  posible  que  en  condiciones  fisiológicas  no  resulte  un  proceso 
relevante. El sitio de autofosforilación no ha sido  identificado todavía, por 
lo  que  no  puede  probarse  in  vivo.  Se  conoce  que  existen  dos  sitios  en  el 
loop  de  activación  de  la  quinasa,  Ser2032  y  Thr2035,  que  disminuyen  su 
actividad cuando se encuentran mutados a alanina (Greggio et al., 2009). La 
actividad  quinasa  también  ha  sido  medida  utilizando  sustratos  genéricos 
como MBP (myelin basic protein) sobre los que actúa como Ser‐Thr quinasa 
pero no de forma específica. Se han localizado dos sustratos heterólogos, la 
moesina  y  la  4E‐BP.  La  primera  es  miembro  de  la  familia 
erzina/radixina/moesina  y  su  función  es  la  de  anclar  el  citoesqueleto  a  la 
membrana citoplasmática, por  lo que su  fosforilación en Thr558 por LRRK2 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(ratio  de  incorporación  de  fosfato  del  10%)  influye  en  la  dinámica  del 
citoesqueleto  y  en  el  crecimiento  neuronal.  Por  otra  parte,  4E‐BP 
interacciona  con  eIF4E  (factor  de  iniciación  de  la  traducción  implicado 
también en respuestas celulares a estrés) que impide la traducción cuando 
se  une  a  él.  La  fosforilación  de  4E‐BP  por  LRRK2  estimula  la  traducción 
proteica,  la  resistencia  a  estrés  oxidativo  y  la  supervivencia  de  neuronas 
dopaminérgicas (Anand et al., 2009). Se piensa que es un auténtico sustrato 
in vivo porque el silenciamiento por ARNi de LRRK2 disminuye los niveles de 
4E‐BP  fosforilado  en  Thr37/Thr46/Ser65  (Greggio  et  al.,  2009).  También  se 
conoce  que  LRRK2  fosforila  in  vitro  a  sustratos  de  MAPKKK,  como  son 
MKK3/6 y MKK4/7 en los residuos necesarios para la activación de JNK (Jun 
N‐terminal kinase) y la vía de señalización p38 responsable de la respuesta a 
estrés celular. Aunque no se han determinado  in vivo niveles de fosfo‐JNK 
elevados, sí se conoce que estas vías de señalización están dañadas en la EP 
y la neurodegeneración. 
También se conoce que LRRK2 es capaz de activar el mecanismo de muerte 
celular mediado por caspasas cuando se encuentra a concentración elevada 
o  mutado,  siguiendo  el  modelo  esquematizado  en  la  figura  3.  LRRK2,  a 
través del dominio quinasa, es capaz de interaccionar con los componentes 
del complejo II de la cadena respiratoria a través de FADD, lo que produce 
la  segmentación y activación de  las caspasas 8 y 3 que  inducen  la muerte 
celular. En ocasiones se necesita una amplificación de la señal mediada por 
la activación de Bcl‐2 a partir de la caspasa 8 introducida en la mitocondria, 
que mediante  una  serie  de  factores  es  capaz  de  liberar  el  citocromo  c  al 
citoplasma desde  la membrana  interna mitocondrial para que se  forme el 
apoptosoma y se produzca la muerte celular (Webber et al., 2009). 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Figura  3.  Esquema  del  mecanismo  de  muerte  celular  mediado  por  caspasas 
activado por LRRK2 (Webber et al., 2009) 
 
La  detección  de  la  actividad  catalítica  del  dominio  ROC‐COR,  actividad 
GTPasa, resulta controvertida ya que no siempre se utiliza toda la longitud 
de  la  proteína  a  estudio  para  determinarla  y  está  influenciada  por  los 
procedimientos de purificación. El dominio ROC resulta más activo cuando 
se estudia aislado del resto de la proteína, ya que otros motivos y dominios 
modulan  la  actividad GTPasa  por  interacción  directa  o mediada  por  otras 
proteínas.  Los  dominios  ROC  y  COR  dimerizan  para  regular  la  actividad 
GTPasa y también la actividad quinasa. 
La función GTPasa es importante para la regulación del dominio quinasa de 
LRRK2, ya que éste es más activo cuando GTP está unido a  su estructura; 
aunque no es su único regulador, la región N‐terminal actúa como inhibidor 
y  la  región  C‐terminal  es  necesaria  para  tener  una  actividad  quinasa 
completa (Morris, 2008).  
Sabiendo que  la  actividad GTPasa  induce  cambios  conformacionales  en  la 
estructura  proteica  y  que  LRRK2  es  capaz  de  dimerizar  a  través  de  sus 
múltiples  dominios,  se  ha  propuesto  un  mecanismo  de  activación  de 
quinasa  (figura  4)  (Webber  et  al.,  2009).  La  actividad  quinasa  de  LRRK2 
permanece  inactiva  cuando  se  encuentra  formando  un  oligómero  de 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elevado  peso  molecular  (LRRK2,  Hsp90  y  Hsp70).  La  unión  de  GTP 
desestabiliza la estructura y activa el dominio quinasa que se autofosforila y  
forma un homodímero de LRRK2 con actividad quinasa. La actividad GTPasa  
y la competencia por grupos fosfato desestabilizará el dímero y se volverán 
a formar los oligómeros iniciales con dominios quinasa inactivos. 
 
 
Figura  4. Mecanismo de  activación  de  quinasa mediado por  la  actividad GTPasa 
(Webber et al., 2009) 
 
El  resto  de  la  proteína  contiene  regiones  importantes  para  la  interacción 
proteica. Se conoce que otras proteínas, como la parkina relacionada con la 
EP y α‐sinucleína, se unen a LRRK2 gracias a estos dominios. Las proteínas 
Rab5b, α‐ y β‐tubulina también  interaccionan con dardarina,  lo que  indica 
que LRRK2 puede participar en la endocitosis sináptica vesicular y también 
en el mantenimiento de la morfología del citoesqueleto y la viabilidad de la 
dendrita  en  condiciones  de  estrés  oxidativo.  La  unión  de  Hsp90  a  la 
proteína LRRK2 ayuda a su estabilidad y correcto plegamiento para activar 
el  dominio  quinasa  y  evita  su  degradación  por  el  proteasoma  (Morris, 
2008).  Se  ha  demostrado  que  los  inhibidores  de  Hsp90  disminuyen  los 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niveles  de  LRRK2  y  tienen  un  efecto  terapéutico  beneficioso  para  la  EP 
(Anand et al., 2009). 
 
2.5. Mutaciones de LRRK2 asociadas a la EP  
Se define mutación como cualquier variante rara cuya frecuencia es del 1% 
en  la  población  como máximo,  y  polimorfismo  como una  variante  que  se 
produce con mayor frecuencia. 
No  todas  las  variantes  detectadas  en  dardarina  son  consideradas 
patogénicas, por segregación del  fenotipo con EP con  la mutación,  las hay 
que actúan como variantes que aumentan el riesgo de producir EP pero no 
son  las  causantes  principales  (por  asociación,  a  nivel  poblacional,  de  una 
variante específica con una mayor incidencia de EP) (Greggio et al., 2009). 
Las mutaciones patogénicas se describen a continuación desde el extremo 
N‐terminal al C‐terminal de LRRK2 (figura 1). 
• R1441C/G/H. Estas mutaciones no sinónimas fueron identificadas en 
el  año 2004,  junto  a  Y1699C/G.  Es  el  segundo  sitio  patogénico más 
común;  los  síntomas  que  sufren  los  pacientes  suelen  ser  los 
habituales de la EP idiopática aunque de menor severidad y la media 
de  edad  de  aparición  de  la  EP  en  los  portadores  es  de  60  años. 
R1441C  y  R1441H  son  comunes  a  muchas  etnias  y  regiones;  sin 
embargo,  R144G  es  propia  del  País  Vasco  y  del  norte  de  España 
(Kumari et al., 2009). Estas mutaciones residen en el dominio ROC y 
están  asociadas  a  una  disminución  en  la  actividad  GTPasa.  Esto  es 
debido  a  que  Arg1441  es  un  aminoácido  clave  para  estabilizar  el 
dímero ROC‐ROC ya que forma puentes de hidrógeno con F1401 y T1404 
localizados  en  otra  parte  de  la  cadena  (Anand  et  al.,  2009).  La 
mutación  de  arginina  a  glicina  impide  la  correcta  dimerización  y 
disminuye la tasa de hidrólisis de GTP a GDP. 
• Y1699C/G.  Esta  mutación  reside  en  el  dominio  COR  y  también 
disminuye  la  actividad  GTPasa  de  la  proteína,  ya  que  la  mutación 
afecta a la necesaria dimerización e interacción entre los dominios. 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• G2019S. Es  la mutación más común y estudiada. Se descubrió en el 
año 2005 (Nichols et al., 2005) tanto en casos de EP esporádica como 
familiar. Esta mutación es responsable de entre el 5‐13% de los casos 
de EP familiar y explica entre el 1‐5% de los casos de EP esporádica. 
La  elevada  variabilidad  de  los  datos  está  en  función  de  la  etnia 
poblacional y del rastreo genético realizado (Kumari et al., 2009). La 
patología  asociada  a  esta  mutación  es  muy  similar  a  la  de  la  EP 
idiopática: aparición de cuerpos de Lewy, inclusiones de ubiquitina y 
tau  y  pérdida  de  neuronas  de  la  zona  nigral  (Morris,  2008).  Esta 
mutación  del  dominio  quinasa  incrementa  la  actividad  quinasa.  La 
Gly2019 es parte del motivo conservado D(F/Y)G en el que el  residuo 
de  Asp2017  quela  el  Mg2+  requerido  para  la  liberación  del  grupo 
fosfato  del  ATP  necesario  para  desempeñar  la  actividad  quinasa. 
Gly2019 marca el inicio de una región flexible en la conformación de la 
proteína que es importante para esta actividad. Cuando este residuo 
muta  a  serina,  aminoácido  que  contiene  una  cadena  con  un  grupo 
hidroxilo  cargado  negativamente,  la  cadena  pierde  flexibilidad  y  se 
bloquea en una conformación más activa (Greggio et al., 2009). 
• I2020T.  Esta  mutación  en  el  dominio  quinasa  muestra  resultados 
ambiguos  en  los  ensayos  realizados,  ya  que  algunos  muestran 
incremento en la actividad quinasa en la proteína mutada pero otros 
no observan ningún efecto. Se piensa que al ser un residuo adyacente 
a Gly2019, su mutación podría afectar a  la flexibilidad de LRRK2 de  la 
misma manera (Greggio et al., 2009).  
 
2.5.1. Efectos de las mutaciones a nivel celular 
Existen dos vías por las que las mutaciones en LRRK2 podrían causar 
degeneración neuronal. Las variantes aminoacídicas podrían resultar 
en una  ganancia  de  función  tóxica  o  en una pérdida de  la  función 
normal  de  manera  que  la  proteína  mutante  actuara  como 
dominante negativo. 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Se  ha  demostrado  que  la  sobreexpresión  de  LRRK2  mutante  en 
cultivos de SH‐SY5Y acorta neuritas y produce muerte celular. Este 
tipo de muerte  suele  suceder por  la  vía  apoptótica  a  través de  las 
caspasas  8  y  3.  Sin  embargo,  en  uno  de  los  ensayos  se  observó 
degradación autofágica de los orgánulos celulares, lo que conduce a 
pensar  que  el  desencadenamiento  de  la  muerte  celular  es  mixto 
(Greggio et al., 2009). 
Pero,  ¿cuál  es  la  relación  entre  las  mutaciones  en  los  distintos 
dominios y el efecto celular observado? 
Las  mutaciones  descritas,  excepto  G2019S,  aumentan  la  unión  de 
LRRK2  a  FADD  y,  por  tanto,  promueven  la  muerte  celular  y  la 
neurodegeneración. 
Una  hipótesis  que  se  está  barajando  actualmente  es  que  si  la 
mayoría de los casos de EP tienen cuerpos de Lewy, la α‐sinucleína 
podría  ser  un mediador  de  daño  celular  y  LRRK2 mutado  sería  un 
acelerador de la toxicidad de α‐sinucleína al interaccionar con ella. 
 
3. Promotor del gen LRRK2 
El  promotor  del  gen  LRRK2  se  extiende desde  las  1000 pb  anteriores  al  ATG, 
punto correspondiente al de inicio de la traducción (anexo I). No existen en la 
actualidad publicaciones que lo hayan estudiado. No se conoce por tanto cómo 
se  regula  LRRK2  transcripcionalmente.  En  el  anexo  I  se  muestra  la  región 
promotora desde el ATG del gen hasta 1000 pb anteriores al +1 del ADNc. 
 
4. NRSF  (Neuron‐restrictive  silencer  factor)/  REST  (Restriction  Element‐1 
silencing transcription factor) 
Los  resultados obtenidos en este  trabajo,  descritos más adelante,  sugieren  la 
participación  de  un  elemento  silenciador  (NRSF)  en  la  regulación  de  LRRK2. 
NRSF es un factor silenciador de  la transcripción que se expresa en tejidos no 
neuronales  y  reprime  la  expresión  de  muchos  genes  neuronales  en  estos 
tejidos  (Barrachina  et  al.,  2007).  También  es  conocido  por  REST.  Este  factor 
silenciador  reconoce  una  secuencia  de  ADN  denominada  NRSE  (Neuron‐
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restrictive  silencer  element).  Esta  regulación  está  demostrada  en  diversos 
artículos  en  los  que  se  ha  analizado  el  promotor  de  los  genes  del  receptor 
humano opioide µ (Bedini et al., 2010 y Kim et al., 2004) y genes neuronales de 
expresión aberrante en las miotilinopatías miofibrilares humanas (Barrachina et 
al., 2007). En estos artículos se comprueba que líneas celulares neuronales no 
diferenciadas  como  SH‐SY5Y  muestran  una  expresión  elevada  de  NRSF  de 
manera  que puede  silenciar  el  promotor  de  estos  genes mediante  el  sitio  de 
unión NRSE (Bedini et al., 2010 y Barrachina et al., 2007) y que líneas celulares 
como  PC12  (derivada  de  un  feocromocitoma  de médula  suprarrenal  de  rata) 
que  no  expresan  NRSF  tienen  una  expresión  génica  elevada  de  los  genes 
regulados por NRSF, puesto que no existe silenciamiento (Kim et al., 2004).  En 
las miotilinopatías miofibrilares humanas, grupo heterogéneo de enfermedades 
de músculo esporádicas o hereditarias, se ha observado una reducción de NRSF 
en  las  células  de  este  tejido  lo  que  conlleva  a  una  regulación  y  expresión 
aberrante de los genes neuronales como  SNAP25, sinaptosina y α‐internexina 
(Barrachina et al., 2007). En el ensayo de Bedini et al. (2010), la línea celular de 
neuroblastoma  SH‐SY5Y muestra  una  expresión  elevada  de  NRSF.  Por  ello  la 
diferencian a neuronas utilizando diversos compuestos como el ácido retinoico 
(RA)  y  phorbol  miristato  acetato  (PMA)  de  forma  separada  y  conjunta.  Los 
resultados que obtienen son que la diferenciación con RA disminuye los niveles 
de NRSF ligeramente y que es necesario el tratamiento con PMA para que esos 
niveles  caigan  drásticamente.  Sin  embargo,  la  mejor  opción  para  reducir  los 
niveles de NRSF en la línea celular es tratar las células con PMA y contar con un 
promotor  con  la  secuencia  del  NRSE  mutada  (figura  5).  Finalmente,  las 
conclusiones  de  este  estudio  son  que  si  NRSF  está  presente  en  células 
indiferenciadas  de  neuroblastoma,  el  uso  de  PMA  contribuye  a  aumentar  la 
unión del NRSF al ADN; mientras que si NRSF está reducido en la  línea celular 
por  encontrarse  diferenciada  con  RA,  PMA  no  activa  la  unión  de  NRSF  y  se 
produce  un  aumento  significativo  en  la  transcripción  de  los  genes  que  está 
regulando (Bedini et al., 2010). 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Figura  5.  Niveles  de  expresión  de 
NRSF en función del tratamiento de la 
línea  celular  SH‐SY5Y.  Ctr:  línea 
celular  SH‐SY5Y  sin  tratar.  RA:  SH‐
SY5Y  expuestas  5  días  a  ácido 
retinoico  10  µM.  RA+PMA:  SH‐SY5Y 
diferenciadas  con  RA  tratadas  con 
PMA 16 nM durante 24 h. PMA+Mut 
RE1:  SH‐SY5Y  con  NRSE  mutado 
expuestas a PMA 16 nM durante 24 h 
(Bedini et al., 2010.) 
 
 
 
 
Este  silenciador  de  la  transcripción  tiene  una  estructura  en  dedos  de  zinc, 
relacionada  con  la  familia  de  factores  Kruppel‐zinc‐fingers,  que  es  la  que  le 
permite unirse a la secuencia de ADN correspondiente denominada NRSE (Kim 
et  al.,  2004).  Esta  secuencia  de  reconocimiento  comprende entre  21  y  23 pb 
aproximadamente. Estudiando el NRSE de cada uno de  los promotores de  los 
genes  regulados  por  este  factor  de  transcripción  se  puede  obtener  una 
secuencia consenso que es común para la mayoría de ellos (tabla 2). También 
ha  sido  localizado  en  unos  pocos  genes  no  neuronales  cuya  secuencia  NRSE 
difiere  mucho  de  la  secuencia  consenso,  pero  que  mantienen  todavía  la 
capacidad de interaccionar con NRSF sugiriendo que NRSE puede regular genes 
neuronales  y  no  neuronales  en  células  neuronales  y  no  neuronales, 
respectivamente (Kim et al., 2004). 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Tabla  2.  Refleja  diversas  secuencias  consenso  obtenidas  de  analizar  diversas 
secuencias NRSE  en  varios  promotores  génicos.  La  secuencia  consenso  se marca  con 
fondo gris. 
Promotor del gen  Secuencia consenso  Referencia 
SNAP25, sinaptosina,  
α‐internexina  TTCAGCACCNNGGACAGNNNN 
Barrachina et al., 2007 
Receptor opioide µ 
GTCAGTACCATGGACAGCAGC 
Bedini  et  al.,  2010; 
Kim  et  al.,  2004; 
Kim et al., 2006 
Varios genes   TCAGCACCN11-17GGACAG Johnson et al., 2007 
SCG10 y canal de sodio tipo II  TTCAGCACCACGGACAGTGCC Mori et al., 1992 
Subunidad α3 de K‐ATPasa de rata  CAGCTCCTCGGAC Pathak et al., 1994 
Varios genes neurona‐les  TTCAGCACCACGGACAGCGCC 
NNCAGCACCNNGCACAGNNN 
Schoenherr et al., 1996 
Receptor glicina de rata  TTCAGCACCTCAGACAGCGCC Schoenherr et al., 1996 
 
Está descrito que al menos 7 de los 21 nucleótidos del NRSE no son esenciales 
para  la  unión  de  NRSF,  por  lo  que  el  core  está  comprendido  por  14  pb  que 
contribuyen  más  activamente  en  la  unión  aunque  ninguno  resulta 
imprescindible.  Los  residuos  críticos  para  la  unión  del  NRSF  pueden  ser 
identificados  por  mutagénesis  sistemática  de  la  región  de  reconocimiento 
(Schoenherr et al., 1996).  
NRSE se suele localizar en regiones no transcritas como en intrones, pero no en 
regiones codificantes. Normalmente los NRSE funcionales en genes neuronales 
están localizados en el extremo 5’ anteriores al sitio de inicio de la traducción 
(ATG)  y  otras  regiones  no  codificantes  del  gen,  de manera  que  no  podemos 
descartar  que  estas  secuencias  contribuyan  a  la  regulación  in  vivo  de  estos 
genes  (Schoenherr  et  al.,  1996).  Un  trabajo  reciente  identifica  895  NRSE 
putativos conservados en los genomas de humanos, ratones, ratas y perros. De 
éstos,  más  del  60%  están  presentes  en  la  vecindad  de  diversos  ARNmi 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específicos  de  cerebro,  sugiriendo  la  represión  transcripcional  por  parte  de 
NRSF (Wu et al., 2006).  
La  represión  génica  se  produce  a  partir  de  dos  dominios  independientes  del 
factor  silenciador  de  la  transcripción.  El  dominio  N‐terminal  del  NRSF 
interacciona con el complejo histona deacetilasa (HDAC) mSin3A que hace que 
la  cromatina  esté  más  compacta  y  sea  menos  accesible  a  los  factores  de 
transcripción. El dominio C‐terminal del NRSF interacciona con el cofactor REST 
(CoREST),  que  es  un  lugar  de  interacción  de  la  maquinaria  molecular  que 
impulsa el silenciamiento a lo largo de un intervalo cromosómico debido a que 
CoREST  tiene  la  capacidad  de  interaccionar  también  con  un  HDAC.  De  esta 
forma, el dominio C‐terminal también está implicado en la deacetilación de las 
histonas (Kojima et al., 2001). 
Por  otro  lado,  el  contexto  genético  es  muy  importante  para  determinar  la 
función  de  NRSF  y  su  mecanismo  represor,  ya  que  la  sobreexpresión  de  un 
dominante negativo de NRSF o un knock out de NRSF no  liberan  la expresión 
del gen diana completamente a pesar de haber sido definido como un represor 
de genes específicos neuronales en células no neuronales  (Kim et al., 2006). De 
esta manera, NRSF no es un regulador total de la inducción neuronal, sino que 
su  función  está  acompasada  con  otros  factores  de  transcripción  para  la 
regulación de  los  genes  diana.  En  el  trabajo  de  Kim et  al.  (2004),  se muestra 
como  el  gen  del  receptor  opioide  µ  (MOR)  está  reprimido  por  una  acción 
sinérgica  entre  el NRSF  y  Sp3,  factor  que  se une  a una  isla  CpG adyacente  al 
NRSE. Por tanto, el silenciamiento provocado por este factor de transcripción es 
muy complejo. No se conocen todavía las modificaciones post‐traduccionales a 
las  que  está  sometido  aunque  se  piensa  que  pueden  ser  importantes.  El  gen 
que codifica NRSF  tiene dos promotores, aunque ambos  se expresan  igual en 
células  neuronales  y  no  neuronales,  por  tanto  la  regulación  no  es 
transcripcional sino post‐transcripcional (splicing, estabilidad del ARNm) o post‐
traduccional  (Kim  et  al.,  2004).  La  especificidad  de  unión  de  NRSF  podría 
deberse  a  una  combinación  de  modificaciones  post‐transcripcionales  y  post‐
traduccionales.  Por  ejemplo,  el  splicing  alternativo  genera  variantes  de  NRSF 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que son productos génicos truncados que contienen sólo 3 ó 4 dedos de zinc y 
probablemente no puedan unirse a NRSE (Kojima et al., 2001). 
Se  conoce  que  los  genes  con  NRSE  están  relacionados  directamente  con  la 
función neuronal y participan en la formación de canales iónicos (como el canal 
de  sodio  tipo  2),  en  la  síntesis  de  neurotransmisores  y  transcriben  para 
proteínas  del  sinaptosoma,  moléculas  de  adhesión  celular  neuronales, 
citoesqueleto,  factores  neurotróficos  y  proteínas  asociadas  al  crecimiento 
neuronal  (Kojima  et  al.,  2001).  Debido  a  esto,  se  piensa  que  NRSF  está 
implicado  en  el  desarrollo  del  sistema  nervioso  y  que  su  función  está 
directamente  relacionada  con  sus  niveles  de  expresión.  Se  ha  observado  que 
NRSF está menos expresado en células madre o células progenitoras nerviosas 
que  en  células  pluripotentes  y  la  expresión  es  mínima  en  neuronas  post‐
mitóticas.  Por  tanto,  en  células  neuronales,  el  patrón  de  expresión  de  NRSF 
parece  ser  dependiente  del  tiempo,  del  promotor  del  gen  diana  y  del  tipo 
celular. Se establece entonces que NRSF reprime genes no requeridos durante 
el programa de diferenciación neuronal y es desregulado posteriormente para 
producir el  fenotipo neuronal  completo  (Bedini et al.,  2010). No obstante, en 
tejidos  adultos  no  neuronales  este  factor  de  transcripción  está  altamente 
expresado (Barrachina et al., 2007). 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II JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
En  la  actualidad,  la  enfermedad  de  Parkinson  es  la  segunda  enfermedad 
neurodegenerativa más  frecuente  en  el mundo.  Por  ello  es  interesante  conocer  sus 
causas  y  los  mecanismos  celulares  que  provocan  su  aparición,  ya  que  un  mayor 
conocimiento de la enfermedad significa poder desarrollar tratamientos más efectivos 
que  no  sólo  mitiguen  los  síntomas,  sino  que  sean  capaces  de  incidir  directamente 
sobre las causas.   
Diversos  genes  han  sido  señalados  como  causantes  de  la  EP  familiar  y  esporádica, 
entre ellos destacamos LRRK2 cuyas mutaciones explican entre el 5‐13% de  los casos 
de EP  familiar y entre el 1‐5% de  los pacientes con EP esporádica. Estos genes están 
siendo  investigados  en  profundidad  para  conocer  la  función  de  las  proteínas  que 
codifican.  
En  este  trabajo  nos  centramos  en  conocer  el  promotor  de  LRRK2.  Puesto  que  se 
conoce muy poco acerca de  la regulación de este gen, el objetivo de este trabajo se 
centra  en  estudiar  su  expresión  y  los  factores  que  la  inhiben  o  promueven.  Ello 
supondría un gran avance en la comprensión de la implicación de LRRK2 en la EP, así 
como un progreso en posibles nuevas dianas para nuevas terapias. 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III MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Material biológico 
1.1. Plásmidos utilizados  
pGL3‐Basic  (Promega),  4818bp  (figura  6):  vector  de  expresión  eucariota. 
AmpR  (amplicilina  resistente)  y  Luc+  (Luciferasa  positivo).  Carece  de 
secuencias  promotoras  inmediatamente  antes  del  gen  Luciferasa 
permitiendo  la  clonación  de  secuencias  reguladoras.  La  expresión  de  la 
actividad Luciferasa en células transfectadas con este plásmido depende de 
la  presencia  de  secuencias  reguladoras  clonadas  en  el  sitio  de  clonación 
múltiple del vector. En él se insertarán todos los fragmentos de trabajo del 
promotor de LRRK2. 
 
Figura 6. Esquema del vector pGL3‐Basic 
 
pRL‐TK  (Renilla  Luciferase  Reporter  Vector‐Timidina  Quinasa)  (Promega), 
4045bp (figura 7): Se utiliza para cotransfectar con cada una de las distintas 
construcciones  clonadas  en  pGL3‐Basic  sirviendo  como  control  de 
transfección para normalizar los resultados. El vector contiene el promotor 
de  la  timidina  quinasa  del  virus  del  herpes  simplex  para  producir  una 
expresión moderada  de  la  Luciferasa  de  Renilla  en  la  co‐transfección  en 
células de mamífero. 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Figura 7. Esquema del vector pRL‐TK 
 
pGL3‐Control  (Promega),  5256bp  (figura  8):  vector  de  expresión  que 
contiene el promotor SV40 y secuencias enhancer que producen una fuerte 
expresión  de  Luciferasa  en  muchas  células  de  mamífero.  Es  útil  para 
monitorizar  la eficiencia de una  transfección en células de mamífero y  se 
utiliza como control positivo en una transfección. 
 
 
Figura 8. Esquema del vector pGL3‐Control 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1.2. Cepas bacterianas 
Para la propagación de los distintos vectores mencionados se utilizó la cepa 
de  Escherichia  coli  DH5α  preparadas  en  el  laboratorio  para  ser 
electrocompetentes. 
 
1.3. Líneas celulares  
Para  los  ensayos  de  transfección  con  los  vectores  portadores  del  gen 
reportero Luciferasa se utilizaron las  líneas celulares humanas A204 (línea 
celular  de  rabdomiosarcoma  humano),    HeLa  (línea  celular  de  carcinoma 
epitelial  humano)  y  SH‐SY5Y  (línea  celular  derivada de un neuroblastoma 
humano). 
 
1.4. Medios de cultivo 
Para bacterias 
LB: 10g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de NaCl, 100 ng/l 
de ampicilina (adicionada tras autoclavar el medio). 
LB‐agar: LB con 15 g/l de agar. 
SOB: 20 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 564 mg/l de NaCl y 
187 mg/l de KCl. 
SOC:  SOB más  10 mM de MgCL2‐MgSO4  y  2mM de  glucosa  (esterilizados 
por filtración y añadidos al SOB tras ser éste autoclavado). 
Para líneas celulares 
A204:  medio  RPMI  1640,  10%  FBS  y  1%  P/S  (antibióticos  penicilina  y 
estreptomicina). 
HeLa: medio DMEM y 10% FBS y 1% P/S. 
SH‐SY5Y:  medio  DMEM/F12,  10%  FBS,  1%  antibiótico  antimicótico,  1% 
NEAA y 1% NaP. 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2. Métodos de manipulación y análisis de ácidos nucleicos 
2.1. Amplificación por PCR y preparación de los fragmentos del promotor del 
gen LRRK2 
Los fragmentos del promotor objeto de estudio se amplifican por PCR por lo 
que se diseñaron cebadores flanqueantes a todos ellos que incluían en sus 
extremos  secuencias  de  reconocimiento  para  enzimas  de  restricción 
presentes  en  el  sitio  de  clonación  múltiple  de  pGL3‐Basic  para  una 
clonación direccional  (anexo  II). El ADN genómico  fue aislado de  linfocitos 
de  sangre  periférica  de  donantes  de  sangre  utilizando  la  purificación  por 
precipitación  salina,  previo  consentimiento  informado  y  aprobación  del 
comité ético del Centro. La región previa al 5’ del gen LRRK2 fue amplificada 
por  PCR  utilizando  los  oligonucleótidos  ‐927FhpromLRRK2  y  
+120RhpromLRRK2 (tabla 3) obteniendo un fragmento al que denominamos 
C1  y  que  se  corresponde  con  el  fragmento  comprendido  entre  las 
posiciones  ‐927  y  +120  pb  de  LRRK2  y  que  se  utiliza  como molde  para  el 
resto de amplificaciones. 
Se  amplificaron  las  construcciones  por  PCR  en  las  condiciones  adecuadas 
para cada una de ellas. Se utilizó la polimerasa Pfu turbo de Stratagene y los 
cebadores sentido y antisentido correspondientes al fragmento a amplificar 
(tabla  3)  tomando  como  molde  la  construcción  C1.  El  volumen  total  de 
mezcla de PCR es de 200 μl que se dividen en 4 tubos de 50 μl que son los 
que  se  introducen  en  el  termociclador.  Las  condiciones  generales  para  la 
PCR son 2 min a 95ºC, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95ºC, 30 s a la Tª de 
annealing y el tiempo de extensión para cada construcción a 72ºC, y finaliza 
con 10 min a 72ºC de extensión adicional. 
La  Tª  annealing  y  el  tiempo  de  extensión  para  cada  construcción  están 
descritos en la tabla 3. 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Tabla  3.  Cebadores  y  temperaturas  de  annealing  para  cada  una  de  las  construcciones  del 
promotor 
Construcción  Cebador 5’  Cebador 3’  Tamaño (pb)  Tª ann. (ºC) 
C1  ‐927FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  1.065  61,1 
C2  ‐750FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  888  65,5 
C3  ‐532FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  670  65,5 
C4  ‐377FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  515  65,5 
C5  ‐259FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  397  65,5 
C6  ‐235FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  373  65,5 
C7  ‐132FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  270  65,5 
C8  ‐82FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  220  68,5 
C9  ‐41FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  179  65,5 
C10  ‐5FhpromLRRK2  +120RhpromLRRK2  143  68,5 
C11  ‐532FhpromLRRK2  +10RhpromLRRK2  560  65,5 
C12  ‐532FhpromLRRK2  ‐32RhpromLRRK2  519  65,5 
C13  ‐532FhpromLRRK2  ‐101RhpromLRRK2  450  68,5 
C14  ‐532FhpromLRRK2  ‐195RhpromLRRK2  356  68,5 
C15  ‐532FhpromLRRK2  ‐280RhpromLRRK2  271  65,5 
 
La  amplificación  se  comprobó  en  un  gel  de  electroforesis.  El  ADN 
amplificado por PCR se purificó por precipitación con etanol y se digirió con 
XhoI y HindIII (Fermentas) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante 
y  utilizando  el Buffer  R,  indicado  para  ambas  enzimas.  Se  incuba  toda  la 
noche a 37ºC. 
Tras la digestión se purificó de nuevo el ADN (resuspendiendo en este caso 
en 40 μl de H2O) y se cuantificó en una electroforesis en gel de agarosa 1% 
utilizando el marcador Ladder 1 (REAL). La cuantificación permite conocer 
cuánto inserto es necesario utilizar en la ligación mediante la fórmula: 
ng de inserto = (ng vector x Kb de inserto x 8)/(Kb vector) 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2.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa al 1% 
El gel de agarosa al 1% se prepara calentando durante 1 min y 30 s 1 g de 
agarosa en 100 ml de TBE. Cuando la solución se ha enfriado se adicionan 5 
μl de bromuro de etidio y se coloca en el molde para que gelifique. 
En  la  electroforesis  se  aplican  100  V  durante  45  min  para  migrar  las 
muestras. 
Los marcadores de pesos moleculares utilizados son DNA Ladder 1Kb Plus 
(Invitrogen) y Ladder 1 (REAL).  
 
2.3. Purificación de ADN por precipitación con isopropanol 
Cantidades adecuadas para 50 μl de muestra. Se adiciona a la muestra 1 μl 
de glucógeno, 13,3 μl de AcNH4 7,5 M y 125 μl de isopropanol. Se almacena 
1 h a ‐70 ºC o toda la noche a ‐20 ºC. Se centrifuga durante 10 min a 12.000 
r.p.m. en una centrífuga de mesa y se descarta el sobrenadante. Se lava el 
sedimento con 100 μl de EtOH al 70%. Se centrifuga de nuevo durante 10 
min  a  12.000  r.p.m.  y  se  descarta  el  sobrenadante.  Se  deja  secar  bien  el 
etanol y se resuspende en la cantidad deseada de H2O. 
 
2.4. Ligación y transformación 
Para  la  ligación  de  los  diferentes  insertos  con  el  vector  pGL3‐Basic 
utilizamos el Rapid DNA Dephos and Ligation Kit (Roche). El producto de la 
ligación  se  purifica  mediante  el  High  Pure  PCR  Purification  Kit  (Roche), 
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.  
La transformación de la cepa DH5α electrocompetente con el producto de 
la ligación se realiza por electroporación. Se añaden 10 μl de ligación en 50 
μl de DH5α y se aplica un pulso eléctrico de 1700 mV en el electroporador. 
Rápidamente,  se  adicionan  250  μl  de  medio  SOC  y  se  pasan  a  tubos  de 
incubación. Se incuban a 37ºC en agitación durante 45 min. Posteriormente 
se diluyen 1:3  con  SOC y  se  siembran 50 μl  y  100 μl  en placas de  LB  con 
ampicilina. Las placas sembradas se incuban en estufa a 37ºC toda la noche. 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2.5. Comprobación de la ligación y extracción del ADN plasmídico  
Normalmente se  realiza una PCR con  los cebadores diseñados a partir del 
vector  pGL3‐Basic  flanqueantes  a  la  región  insertada  (cebadores  RV3_ 
CTAGCAAAATAGGCTGTCCC  y  GL2_CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA).  Sin 
embargo,  en  nuestro  caso,  las  PCRs  que  se  realizaron  no  fueron 
concluyentes ya que no se producía la amplificación del inserto aún estando 
éste  presente.  Posiblemente  esto  es  debido  al  tipo  de  Taq  polimerasa 
empleada. Por ello, utilizamos otra metodología, que consiste en extraer el 
ADN del cultivo mediante una miniprep y se digiere con Xho I y Hind III para 
verificar que los fragmentos del promotor se han clonado.  
Se  extrae  el  ADN  plasmídico  utilizando  el  método  descrito  en  Current 
Protocols  in  Molecular  Biology  (Engebrecht  et  al.,  1991).  El  protocolo 
seguido  para  realizar  la  miniprep  es  el  siguiente:  se  centrifuga  1  min  a 
13.000 r.p.m. en una centrífuga de mesa, 1 ó 1,5 ml del cultivo obtenido a 
partir  de  las  colonias  crecidas  en  las  placas.    Se  resuspende  el  pellet 
obtenido  en  250  μl  de  P1  (50mM  glucosa,  25mM  Tris∙Cl  pH  8,0,  10mM 
EDTA). Se añaden 250 μl de P2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) y se mezcla la solución 
invirtiendo el tubo varias veces. De nuevo se añaden 250 μl de P3 (29,5 ml 
ácido acético glacial,  KOH pH 4,8, H2O hasta 100 ml)  y  se  invierte el  tubo 
para mezclar la solución. Se centrifuga a 13.000 r.p.m durante 10 min y se 
reserva  el  sobrenadante  en  un  eppendorf  limplio.  Se  adicionan  525 μl  de 
isopropanol  frío,  se mezcla por  inversión del  tubo, se centrifuga de nuevo 
10 min a 13.000 rpm a 4ºC y se descarta el sobrenadante. Se adicionan 500 
μl  de  EtOH  70%,  se  centrifuga  durante  10  min  a  13.000  rpm  a  4ºC  y  se 
descarta el sobrenadante. Se deja secar el pellet para eliminar el EtOH que 
hubiera podido quedar y finalmente se resuspende en 30 μl de H2O. 
Para  la  digestión  se  utilizan  las  enzimas  Xho  I  y  Hind  III  (Fermentas) 
siguiendo  el  protocolo  indicado  por  el  fabricante  y  utilizando  el  Buffer  R 
10X, indicado para ambas enzimas. Se incuba a 37ºC durante al menos 1 h. 
Se observa el  resultado de  la digestión mediante una electroforesis en gel 
de agarosa 1%. 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En caso de comprobarse que el fragmento del promotor se ha clonado, se 
debe realizar una midiprep para extraer el ADN plasmídico utilizando el kit 
PureYieldTM  Plasmid Midiprep  System  (Promega)  y  siguiendo  el  protocolo 
indicado por el fabricante. Se comprueba que el inserto está presente en el 
plásmido mediante una digestión con Xho I y Hind III y una electroforesis en 
gel de agarosa al 1%.  
Por otra parte, se cuantifica el ADN plasmídico obtenido. Para ello se utiliza 
un espectrofotómetro. El ADN se diluye 1:20 previamente a la medición y se 
obtiene el resultado en μg/μl.  
Si se comprueba que el inserto está en el plásmido y que la concentración y 
pureza  son  aceptables,  se  secuencia  en  sentido  directo  e  inverso  para 
verificar que no existe ninguna mutación en la secuencia del fragmento del 
promotor  utilizando  los  cebadores  RV3  y  GL2  que  hibridan  en  regiones 
presentes  en  el  plásmido  en  las  proximidades  del  sitio  de  clonación 
empleado. 
   
3. Métodos de manipulación de líneas celulares 
3.1. Transfección  
Los  métodos  utilizados  para  la  transfección  son:  LipofectaminaTM 
(Invitrogen)  y  FuGENE®  HD  (Promega).  Se  utilizan  los  dos  métodos  de 
transfección para A204 y únicamente FuGENE® HD para HeLa y SH‐SY5Y. Se 
han seguido los protocolos indicados en cada uno de los casos. 
LipofectaminaTM: 
En este caso se utilizan placas de 24 pocillos. En cada pocillo se siembran 8 x 
104  células  en  0,5 ml/pocillo  de medio  A204  completo    y  se  espera  24  h 
hasta conseguir un 80% de confluencia.  
Para cada pocillo con células para transfectar se diluyen 0,8 μg de ADN en 
17 μl de RPMI1640 sin suero y se añaden 8 μl de PLUS Reagent. Se mezcla y 
se incuba a temperatura ambiente durante 15 min.  
Por separado y para cada pocillo se diluyen 2 μl de Lipofectamine Reagent 
en 23 μl de RPMI1640. 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A  continuación  se  combinan  ambas  preparaciones  que  contienen  los 
complejos  DNA‐PLUS  Reagent  y  Lipofectamine  Reagent  y  se  incuban  a 
temperatura ambiente durante 15 min para que se formen los complejos. 
Una vez las células han alcanzado el crecimiento adecuado se les cambia el 
medio  por  200  μl/pocillo  de  RPMI1640  y  se  añaden  50  μl/pocillo  del 
complejo formado de DNA‐Lipofectamine‐PLUS Reagent. Las transfecciones 
se  llevan a cabo por triplicado y co‐transfectando con el vector pRL‐TK. Se 
incuban a 37ºC en 5% CO2 entre 3 y 5h. Tras este tiempo se  les cambia el 
medio por 200 μl/pocillo de medio A204 completo. Tras 30 h de incubación 
en las mismas condiciones comentadas se realiza el ensayo de expresión del 
transgén. 
FuGENE® HD: 
En  este  caso  las  placas  utilizadas  son  de  96  pocillos.  En  cada  pocillo  se 
siembran  1,6x104  células  en  100  μl/pocillo  de medio  A204  completo  y  se 
espera 24 h hasta conseguir un 80% de confluencia. En el caso de HeLa se 
siembran  1.104  células  en  100  μl/pocillo  de  medio  HeLa  completo  y  se 
espera hasta conseguir un 80% de confluencia. Para las células SH‐SY5Y se 
siembran con una densidad de 1.104 células en 100 μl/pocillo de medio SH‐
SY5Y  completo  y  se  espera  hasta  obtener  un  80%  de  confluencia  para 
transfectar. 
Se  diluyen  entonces  0,33  μg  de  ADN  en  16  μl  de  medio  OptiMEM  y  se 
adiciona  1  μl  de  FuGENE®  HD  Reagent.  Se  mezcla  pipeteando 
(aproximadamente 15 veces) y se incuba a temperatura ambiente durante 
5 ó 10 min. Finalmente se adicionan 5 μl/pocillo a  las células crecidas y se 
incuban  a  37ºC  en  5%  de  CO2  aproximadamente  30h  (entre  24‐48h).  Las 
transfecciones  se  llevan  a  cabo  por  triplicado  y  co‐transfectando  con  el 
vector pRL‐TK. 
   
3.2. Ensayos de expresión del transgén 
Se  utiliza  el  protocolo  Dual‐Luciferase®  Reporter  Assay  System  (DRLA) 
(Promega). 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Se lavan las células por tres veces con PBS y se añaden 100 μl/pocillo de una 
dilución de Lysis Buffer (1:5). Se mantiene 15 min en movimiento y se pasa 
el lisado obtenido a tubos eppendorf que se mantienen congelados hasta su 
uso para evitar la degradación de la Luciferasa.  
A  continuación  se  transfieren  20  μl  de  cada  lisado  celular  a  la  placa  del 
luminómetro y se añaden 50 μl de LARII para obtener la primera medida de 
luminiscencia. Posteriormente se adicionan 50 μl de Stop & Glo Reagent y 
se  realiza  la  segunda  medida    que  detecta  la  luminiscencia  de  la  Renilla 
(vector co‐transfectado) y que sirve como patrón interno. 
Los datos obtenidos se procesan en una hoja Excel y se obtienen los valores 
de luminiscencia para cada construcción.  
 
3.3. Diferenciación celular 
Se pretende diferenciar la línea celular SH‐SY5Y, neuroblastoma, con ácido 
retinoico  (all‐trans‐Retinoic  acid;  ATRA)  a  neuronas,  ya  que  el  tejido 
neuronal  no  expresa  NRSF  de manera  que  los  estudios  con  estas  células 
diferenciadas  aportarían  resultados  de  interés.  En  una  primera  etapa, 
hemos procedido a optimizar el protocolo de diferenciación, no disponible 
en  nuestro  laboratorio.  Se  diseña  un  ensayo  de  diferenciación  y 
transfección con el plásmido pEGFP (0,4 μg/μl) en una placa de 96 pocillos a 
distintos  tiempos  y  concentraciones  celulares  por  triplicado  y  con  dos 
sistemas  de  transfección  distintos:  FuGENE®  HD  (Promega)  y  jetPEITM 
(Polyplus Trasfection) (figura 9). 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 1F  1F  2F  2F  2F  3F  3F  3F  4F  4F  4F 
1J  1J  1J  2J  2J  2J  3J  3J  3J  4J  4J  4J 
                       
1F  1F  1F  2F  2F  2F  3F  3F  3F  4F  4F  4F 
1J  1J  1J  2J  2J  2J  3J  3J  3J  4J  4J 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0,5.104 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Figura  9.  Esquema  del  ensayo  de  diferenciación  realizado  en  una  placa  de  96  pocillos.  Los 
pocillos no reflejados estaban vacíos. F: Transfección con FuGENE® HD siguiendo el protocolo 
Materiales y métodos   
 
35 
 
del  fabricante.  J:  Transfección  con  jet‐PEITM  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  1: 
Transfectar con pEGFP. Tras 2 h tratar con ATRA (1 μM). 2: Tratar con ATRA (1 μM). Tras 2 días 
transfectar  con  pEGFP.  3:  Tratar  con  ATRA  (1  μM).  Tras  5  días  transfectar  con  pEGFP.  4: 
Transfectar con pEGFP. No tratar con ATRA. 
 
El  resultado  de  la  transfección  se  visualiza  en  un  microscopio  confocal 
gracias a la fluorescencia de GFP transfectado. 
En otro ensayo se estudia la diferenciación celular mediante la observación 
de la morfología de SH‐SY5Y y su crecimiento. Para ello se siembran a muy 
baja densidad 1 x 105 células en dos frascos, pero únicamente uno de ellos 
es tratado con ATRA 1 µM, y se observan y se toman fotos de las células a 
lo largo de los días. 
Por otra parte, se siembran células SH‐SY5Y en una placa de 24 pocillos a 
una  densidad  de  5  x  104  células  en  500  μl/pocillo  de  medio  SH‐SY5Y 
completo y se transfectan con FuGENE® HD siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente. Para  la  transfección se utilizan algunas construcciones del 
promotor  (C2, C3, C4, C11, C12, C13) al mismo  tiempo que se  tratan con 
ATRA (1 μM). Se incuban a 37ºC en 5% de CO2 durante 48h. 
También se plaquean células SH‐SY5Y tratadas con ATRA (1 μM) durante 4 
días  en  una  placa  de  24  pocillos  a  una  densidad  3  x  104  células  en  500 
μl/pocillo  de medio  SH‐SY5Y  completo  y  ATRA  (1  μM).  Se  incuban  24h  a 
37ºC  en  5%  de  CO2  y  se  transfectan  con  FuGENE®  HD  siguiendo  el 
protocolo  descrito  anteriormente  y  utilizando  las  mismas  construcciones 
del  promotor  que  en  el  caso  anterior.  Se  incuban  a  37ºC  en  5%  de  CO2 
durante 48h. 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4. Herramientas informáticas 
4.1. MatInspector (Genomatix) 
Se  utiliza  el  software  MatInspector  de  Genomatix  (MatInspector  8.0; 
http://www.genomatix.de/en/index.html)  y  una  librería  de  secuencias  de 
unión de factores de transcripción para localizar posibles sitios de unión de 
factores de transcripción al promotor de LRRK2. 
 
4.2. ClustalW2 (EMBL‐EBI) 
Se  realiza un alineamiento múltiple de  secuencias del promotor de LRRK2 
humano  y  sus  ortólogos  en  distintas  especies  mediante  el  programa 
informático  ClustalW2  (ClustalW2; 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)  del EMBL‐EBI (European 
Molecular Biology Laboratory – European Bioinformatics Institute). 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IV RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
“El campo de la ciencia es inagotable. Cuanto 
más se investiga, más grandes son los tesoros 
que se ofrecen a nuestra mirada” 
Louis Pasteur 
1. Preparación de las construcciones e inserción en el vector pGL3‐Basic 
Para  el  estudio  del  promotor  se  prepararon  15  fragmentos  que  llamamos 
construcciones  y  que  representan  deleciones  seriadas  desde  5’  y  3’  con 
respecto al +1 considerado como el sitio de  inicio de  la transcripción. De esta 
manera    podríamos  observar  cuales  son  las  regiones  más  activas  de  la 
secuencia  del  promotor  cuando  éstas  dirigen  la  expresión    del  gen  reportero 
Luciferasa en el plásmido pGL3‐Basic. Las construcciones realizadas durante la 
estancia fueron C8, C10, C13 y C14, ya que el resto de construcciones ya habían 
sido preparadas y clonadas en el vector pGL3‐Basic correspondiente. También 
estaba  preparada  la  construcción  C1  (cebadores  ‐927FhpromLRRK2  y 
+120RhpromLRRK2  (tabla  3))  que  fue  la  primera  en  realizarse  y  que 
posteriormente  sirvió  como  ADN  molde  para  la  amplificación  del  resto  de 
construcciones.  Puesto  que  la  similitud  del  proceso  para  todas  las 
construcciones  es  muy  elevada,  únicamente  se  muestra  aquí  el  proceso  de 
preparación y clonación de la construcción C8. 
Primeramente fue necesario amplificar la región del promotor correspondiente 
para  C8  comprendida  entre  los  cebadores  ‐82FhpromLRRK2  y 
+120RhpromLRRK2  mediante  una  PCR  a  partir  de  la  construcción  C1.  Se 
comprobó que la amplificación se había realizado correctamente mediante una 
electroforesis en gel de agarosa, en la que se observó la banda correspondiente 
a 220 pb, que es la longitud de la construcción C8 (figura 10). 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Figura 10. Resultado de la amplificación de la construcción C8. 
 
A continuación, la construcción C8 amplificada se purifica por precipitación con 
etanol, se digiere con Xho I y Hind III y se vuelve a purificar. La cantidad de ADN 
obtenido se cuantificó mediante una electroforesis en gel de agarosa utilizando 
como  marcador  de  pesos  moleculares  un  marcador  cuantitativo,  Ladder  1 
(REAL).  Se  estimó  que,  aproximadamente,  había  100  ng  de  fragmento  C8 
digerido  (figura  11).  Conocer  la  cantidad  disponible  de  ADN  digerido  es 
importante para realizar una correcta ligación, aunque en este caso se utilizó la 
máxima cantidad de ADN digerido que admite la ligación. 
 
Figura  11.  Cuantificación  de  C8  digerido.  (a)  5  µl 
marcador Ladder 1  (REAL)  (última banda equivale a 20 
ng  de  ADN).  (b)  1  µl  de  C8  digerido.  (c)  2  µl  de  C8 
digerido.  Se  calculó  la  concentración  de  C8  por 
comparación  de  intensidad  con  la  banda  de  la  misma 
altura del marcador. 
 
 
El  fragmento C8 digerido con Xho  I  y Hind  III  se  ligó con el  vector pGL3‐Basic 
también  digerido  con  estos  mismos  enzimas  y  el  resultado  de  la  ligación  se 
purificó mediante High Pure PCR Product Purification Kit (Roche).  
Con  este  vector  pGL3‐Basic‐C8  se  transformaron  las  bacterias  DH5α 
electrocompetentes  y  se amplificó el  fragmento en aquellas  colonias  crecidas 
C8  (220 pb) 
     (a)       (b)       (c) 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utilizando  los cebadores del plásmido  (GL2 y RV3) para comprobar  realmente 
que  se  encontraba  el  fragmento  C8  en  el  plásmido.  Sin  embargo,  ninguna 
amplificación realizada en este punto del proceso (para ninguna construcción) 
produjo  resultados  claros  y  se  observaron  múltiples  bandas  a  distancias  no 
esperadas (figura 12). 
 
Figura  12.  Electroforesis  de  las  PCR  realizadas  a  partir  de  las  colonias  DH5α 
transformadas con la construcción C8. No se observa ninguna banda entre 380‐400 Kb 
que es  lo esperado  (longitud de C8 más  las  secuencias que van desde  los  cebadores, 
GL2 y RV3, hasta el sitio de clonación). 
 
Pensamos  que  esto  es  debido  a  que  la  polimerasa  utilizada  no  funciona 
correctamente  en  estas  condiciones.  Por  ello  se  recurrió  a  una  miniprep  de 
cada colonia y a una posterior digestión de las miniprep, las que confirmaron la 
presencia de pGL3‐Basic‐C8 en algunas colonias (figura 13). 
 
 
 
 
Resultados y discusión   
 
40 
 
 
Figura  13.  Resultado  de  la  digestión  de  las  miniprep  de  las  colonias  de  DH5α 
transformadas. Las flechas señalan aquellas en  las que se ha  incluido el vector con el 
inserto C8. 
 
A  continuación  a  partir  de  uno  de  los  cultivos  que  ha  servido  de  inicio  de  la 
miniprep y que ha resultado positivo (pGL3‐Basic‐C8), se realizó una midiprep y 
así  se  obtuvo  el  ADN  (plásmido  más  la  construcción  C8)  para  utilizar  en 
posteriores experimentos.  
Sin embargo, este ADN tuvo que ser previamente digerido con Xho  I y Hind  III 
(figura 14), cuantificado en el espectrofotómetro (tabla 4) y secuenciado (figura 
15  y  anexo  III)  para  corroborar  que  el  fragmento  del  promotor  C8  se 
encontraba  correctamente  insertado  y  que  no  existía  ningún  cambio  en  su 
secuencia. 
 
                                                           
Figura 14. Resultado de  la digestión de  las midiprep para comprobar  la presencia de 
las construcciones C8, C10, C13 y C14. 
C8 (220 pb) 
C10 (143 pb) 
C13 (450 pb) 
C14 (356 pb) 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Tabla 4.  Concentraciones  y  pureza de  los  vectores  pGL3‐Basic  con  las  construcciones 
clonadas. ADN cuantificado mediante un espectrofotómetro. 
Construcción  Concentración µg/µl  Pureza (ratio 260/280 nm) 
C1  0,229  1,88 
C2  0,432  1,87 
C3  0,456  1,98 
C4  0,775  1,88 
C5  0,451  1,86 
C6  0,661  1,87 
C7  0,511  1,86 
C8  0,441  1,88 
C9  0,489  1,88 
C10  0,882  1,86 
C11  0,393  1,88 
C12  0,355  1,89 
C13  0,398  1,87 
C14  0,174  1,87 
C15  0,546  1,88 
 
 
 
(A) 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(B) 
 
 
 
Figura 15. Secuencia genómica de los plásmidos pGL3‐Basic con las construcciones del 
promotor de dardarina clonadas. (A) Se muestra parte de la secuencia de pGL3‐Basic‐
C8,  concretamente  los  puntos  de  inserción  del  fragmento  C8  digerido  con  XhoI  y 
HindIII, secuenciados a partir del cebador RV3. (B) Parte de la secuencia de pGL3‐Basic‐
C14,  concretamente  los puntos de  inserción del  fragmento C14 digerido con HindIII  y 
XhoI, secuenciados a partir del cebador GL2. 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2. Ensayos de expresión de Luciferasa en la  línea celular A204 en función de la 
construcción transfectada 
Una vez se comprobó la integridad de los fragmentos del promotor en el vector 
pGL3‐Basic,  se  transfectaron estas construcciones en  las  líneas celulares A204 
siguiendo  los  protocolos  explicados  en  el  apartado  “Manipulación  de  líneas 
celulares” de “Materiales y métodos”. 
Para  las  células  A204  se  utilizaron  placas  de  24  pocillos,  por  lo  tanto  se 
debieron  realizar  diversos  ensayos  para  cubrir  las  15  construcciones  del 
promotor de LRRK2 y, además, realizarlas por triplicado para otorgarle validez y 
reproducibilidad a los resultados. 
Un ejemplo de un ensayo de transfección de A204 con  las construcciones del 
promotor es el siguiente (figura 16).  
 
C1 
 
C1 
 
C1 
 
C2 
 
C2 
 
C2 
 
C3 
 
C3 
 
C3 
 
C4 
 
C4 
 
C4 
 
C5 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C5 
 
C6 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pControl 
 
pControl 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Figura  16.  Esquema  de  la  transfección  de  A204  en  una  placa  de  24  pocillos.  Se 
transfectan  6  construcciones  y  los  vectores  que  actúan  como  controles  de  la 
transfección (pGL3‐Basic y pGL3‐Control). 
 
Los  resultados  obtenidos  siguiendo  el  método  descrito  en  el  “Ensayo  de 
expresión del transgén” reflejaron  la actividad de cada uno de  los fragmentos 
del promotor de LRRK2 en función de la expresión de la Luciferasa y la Renilla; 
ya  que  un  promotor  muy  activo  aumentaba  la  expresión  de  la  Luciferasa 
respecto a un nivel basal determinado por  la cantidad de luminiscencia de  las 
células  A204  antes  de  activar  la  fluorescencia  con  los  reactivos  del  Dual‐
Luciferase® Reporter Assay System (DRLA). 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Las  gráficas  muestran  la  expresión  de  la  Luciferasa  en  función  de  la 
construcción insertada del promotor en el vector transfectado (figura 17).  
(A) 
 
(B) 
   
(C)  
   
0  2  4  6  8  10  12  14 
c1 
c2 
c3 
c4 
c5 
c6 
Basic 
0  5  10  15  20  25 
c5 
c6 
c7 
c8 
c9 
c11 
Basic 
0  50  100  150 
c9 
c10 
c11 
c12 
c13 
c15 
Basic 
Fragmento  Señal  ± error 
c1  11,74  0,39 
c2  9,82  0,55 
c3  9,67  0,25 
c4  10,69  0,93 
c5  9,16  0,37 
c6  11,23  0,73 
Basic  1,68  0,02 
Control  342,71  47,28 
Fragmento  Señal  ± 
Error 
c5  6,32  0,58 
c6  9,70  0,79 
c7  4,01  0,25 
c8  1,44  0,21 
c9  0,75  0,12 
c11  20,19  2,05 
Basic  1,13  0,49 
Control  215,03  17,41 
Fragmento  Señal  ± Error 
c9  1,60  0,29 
c10  1,82  0,33 
c11  66,45  17,28 
c12  121,27  20,04 
c13  36,70  2,13 
c15  15,04  1,50 
Basic  4,10  1,27 
Control  355,45  68,31 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(D) 
   
 
 (E)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0  50  100  150  200 
c1 
c2 
c3 
c4 
c11 
c12 
Basic 
0  10  20  30  40  50 
c1 
c2 
c8 
c9 
c13 
c15 
Basic 
Fragmento  Señal  ± Error 
c1  8,26  0,43 
c2  13,83  0,52 
c3  8,67  0,14 
c4  33,33  4,52 
c11  84,87  14,48 
c12  167,43  11,49 
Basic  5,60  0,51 
Control  993,54  155,32 
Fragmento  Señal  ± Error 
c1  7,69  1,61 
c2  19,07  0,70 
c8  4,28  0,62 
c9  2,87  0,12 
c13  40,19  0,62 
c15  19,15  1,33 
Basic  5,09  0,71 
Control  293,29  37,63 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(F) 
   
Fragmento Señal  ± error 
c14 8,66  6,12 
c3 23,27  2,85 
c4 18,49  0,31 
c5 29,52  0,70 
c6 34,94  5,33 
c7 17,85  1,15 
c8 12,65  2,44 
c10 4,11  0,68 
c12 118,18  1,13 
c13 39,52  10,72 
c14 5,03  1,75 
c15 29,73  0,63 
c7 14,62  1,96 
c10 4,81  0,11 
c14 3,46  1,23 
Control  363,43  0,00 
Basic 3,34  0,26 
 
Figura  17.  Actividad  de  Luciferasa  relativa  en  A204  calculada  sustrayendo  al  valor 
obtenido la señal basal y referenciándola al valor de la Renilla (dividiendo entre el valor 
de la Renilla). En (A), (B), (C), (D) y (E) no se ha representado la señal del vector pGL3‐
Control ya que es muy elevada e impide observar correctamente la expresión del resto 
de construcciones y su única función es servir como control positivo de la transfección. 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La transfección se ha llevado a cabo con el método LipofectaminaTM . (F) Se ha utilizado 
una placa de 96 pocillos y el método de transfección FuGENE ® HD. El tiempo entre la 
transfección y la medida de la fluorescencia es de 30 h en todos los casos.  
 
De este ensayo se extrajeron diversas conclusiones: 
• La expresión del promotor LRRK2 es débil en  la  línea celular A204. Tal 
como  puede  observarse  en  la  figura  17,  la  expresión  de  las 
construcciones  desde  la  C1  a  la  C10  es  baja  y  poco  superior  a  la 
expresión  de  pGL3‐Basic  (vector  sin  promotor).  Estas  primeras 
construcciones  van  disminuyendo  su  longitud  acortándose 
sucesivamente  por  el  extremo  5’,  desde  la  construcción  C1,  que 
representa toda la región bajo estudio del promotor de dardarina, hasta 
la construcción C10 que únicamente abarca la secuencia más próxima al 
codón de inicio de la traducción. 
• La  expresión  aumenta  considerablemente  cuando  precisamente  se 
acorta  el  promotor  por  su  extremo  3’.  Esto  puede  observarse 
comparando  la  construcción  C3  con  las  construcciones  C11,  C12,  C13, 
C14 y C15 cuyo inicio del fragmento del promotor es el mismo que para 
C3 pero que acortan progresivamente  su  secuencia por el  extremo 3’. 
Este  aumento  en  la  expresión  sugiere  una  nueva  hipótesis.  Esta 
suposición es que en las regiones más próximas al inicio de la traducción 
debe encontrarse un silenciador que esté inhibiendo su expresión y sólo 
la  permita  cuando  su  secuencia  de  unión  no  esté  presente,  es  decir, 
entre  las  construcciones  C11  y  C15.  Lógicamente  los  fragmentos  C13, 
C14  y  C15  muestran  una  expresión  menor  que  C11  y  C12  porque  la 
secuencia del promotor que tienen es pequeña y, por tanto, el número 
de regiones reguladoras es menor. 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3. Análisis  del  promotor  de  LRRK2  mediante  el  software  MatInspector 
(Genomatix) 
El promotor de LRRK2 humano se analizó mediante el  software MatInspector 
para predecir los posibles sitios de unión de factores de transcripción. 
Se  obtuvo  una  larga  lista  de  factores  de  transcripción  para  toda  la  región 
promotora,  sin  embargo,  únicamente  nos  interesaron  los  factores  de 
transcripción predichos en la secuencia comprendida entre  la posición ‐130  y 
el ATG (tabla 5), que es la región que se elimina en las construcciones C11, C12 
y C13 y cuya omisión provoca un aumento en la expresión del gen y por tanto, 
un promotor más activo. 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Tabla 5. Algunos de los posibles factores de transcripción y secuencias diana situadas 
en la región final del promotor. 
Familia factor de 
transcripción 
Factor  Posición 
inicio 
Posición 
final 
Hebra  Secuencia 
EGR/nerve growth factor 
induced protein C & 
related factors 
CKROX.01  919  935  +  gagaGGGAgggcaacgc 
Zinc binding protein 
factors 
ZF9.01  927  949  ‐  cagctccCCGCcccgcgttgccc 
GC‐Box factors SP1/GC  SP1.01  934  948  +  gcgGGGCggggagct 
Zinc binding protein 
factors 
ZF9.01  963  985  ‐  tcggcgcCCACgcccgcctgttt 
EGR/nerve growth factor 
induced protein C & 
related factors 
EGR3.01  969  985  +  gcggGCGTgggcgccga 
EGR/nerve growth factor 
induced protein C & 
related factors 
WT1.01  971  987  +  gggcgTGGGcgccgatg 
Zinc binding protein 
factors 
ZNF202.01  973  995  ‐  gcgggcCCCAtcggcgcccacgc 
Neuron‐restrictive silencer 
factor 
NRSE.01  983  1013  +  cgatggggcccgCGGGgagcgctggctgcgg 
Neuron‐restrictive silencer 
factor 
NRSF.03  998  1028  ‐  agctCAGCtcaccgcccgcagccagcgctcc 
GC‐Box factors SP1/GC  SP1.03  1009  1023  +  tgcGGGCggtgagct 
Zinc binding protein 
factors 
ZNF300.01  1021  1043  +  gctgagctcgCCCCcggggagct 
Neuron‐restrictive silencer 
factor 
NRSE.01  1018  1048  ‐  gccacagctcccCGGGggcgagctcagctca 
EGR/nerve growth factor 
induced protein C & 
related factors 
EGR1.02  1048  1064  ‐  accggcagGGGCgccgg 
Zinc finger proteins  SZF1.01  1047  1071  ‐  tcaGGGAaccggcaggggcgccggc 
EGR/nerve growth factor 
induced protein C & 
related factors 
CKROX.01  1086  1102  +  tgctGGGAgggcggcgg 
GC‐Box factors SP1/GC  SP1.03  1091  1105  +  ggaGGGCggcgggtt 
 
Entre  los  factores  de  transcripción  predichos  destacó  uno  de  ellos  que 
presentaba  tres  secuencias  diana,  neuron‐restrictive  silencer  factor  (NRSF),  y 
que se trataba de un silenciador, un regulador negativo de la transcripción, de 
manera  que  su  descripción  (explicada  en  la  introducción)  encajaba  con  la 
suposición  comentada  en  el  apartado  anterior.  Además,  se  mostraron  otros 
factores  como  Sp1  de  unión  a  una  caja  CG,  que  como  se  ha  visto  en  la 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introducción puede modificar  la unión del NRSF promotor y el  silenciamiento 
puede producirse por una acción sinérgica entre ambos factores. 
De  estos  tres  NRSF  predichos  (NRSE.01  y  NRSF.03)  pudo  extraerse  más 
información  en  el  software  MatInspector  y  se  pude  conocer  la  secuencia 
consenso de cada uno de ellos (figura 18). 
 
 
 
 
Figura 18. Secuencias consenso de  las dos secuencias diana de NRSF predichas por el 
software MatInspector. 
 
Si comparamos estas secuencias consenso y la representada en la introducción 
con la secuencia del promotor LRRK2 humano se comprueba que no coinciden 
totalmente  pero  si  coinciden  parcialmente  y  el  core  que  muestra  mayor 
coincidencia se muestra en mayúsculas en la tabla 5. 
Se  observó  que  estas  tres  secuencias  de  unión  de NRSF  están muy  próximas 
unas de otras y se superponen por lo que pueden en realidad formar un lugar 
de  interacción  entre  las  tres,  ya  que  dentro  de  la  propia  secuencia  consenso 
existe divergencia en la longitud de la misma. 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Por  otra  parte,  se  observaron  diversos  EGR  que  son  factores  que  activan  el 
crecimiento nervioso y que pensamos que podrían tener alguna función como 
activadores cuando no funcione la represión por NRSF.  
 
4. Alineamiento múltiple de las regiones promotoras de los ortólogos de LRRK2 
Para comprobar  la conservación de  la secuencia NRSE del promotor de LRRK2 
en otras especies se realizó un alineamiento múltiple de secuencia utilizando el 
programa informático ClustalW2 de EMBL‐EBI. Las secuencias que se analizaron 
son  el  promotor  del  gen  homólogo  de  la  dardarina  en  ratón  (MM)  y  en  rata 
(RN). El resultado del ClustalW2 se muestra en el anexo IV y la figura 19. 
Se pudo comprobar cómo la similitud entre ratón y rata es muy elevada con un 
score  de  78  pero  estas  secuencias  se  parecen menos  al  promotor  de  LRRK2 
humano, únicamente un 22 y 29% de semejanza (figura 19). 
 
MM              CTTTTCCCC----GGCGGAGTTCCCAGCGGCGCGATGCGGCTGGGCAGGCCGGGCTGAGA 926 
RN              CTTTTCCCCAGGCGGCGGAGTTCCCAGCCGCCCGATGCGGCTCTGCAGGCCGGGCTAAGA 922 
HS              TCCTTCCTCATAAACAGGCGGGCGTGGGCGC-CGATGGGGCCC-GCGGG--GAGC----G 1003 
                   **** *       ** *  *   *  ** ***** ***   ** **  * **      
 
MM              CTGGGCAGGGGCGGT------CGCCGTCACCGTCTGGGCGCGGCTGGGGACCGAGGGCTG 980 
RN              CTGGGCAGGGGCGGTCGCAGTCGCTGTCGCCGTCTGGGCGCGGC-GGGGACCGAGGGCTG 981 
HS              CTGGCTGCGGGCGGTG--AGCTGAGCTCGCCCCCGGGGAGCTGT----GGCCGGCGCCCC 1057 
                ****    *******       *   ** **  * *** ** *     * ***  * *   
 
MM              GGCCTGCAGCGGAGGCGGCCGAGCAGCTCTGAGAGCAGGAGCCGTCCCAGCTCGCCGCAG 1040 
RN              GGCCTGAAGCGGAGGCGGCGGAGCAGTTTGGAGAGCAGGA-CCTTCCCAGCTCGCCGCAG 1040 
HS              TGCCGGTTCCCTGAGCAGCGGA-CGTTCATGCTGGGAGGG-------CGGCGGGTTGGAA 1109 
                 *** *   *    ** ** ** *      *   * ***        * **  *  * *  
 
MM              TCCCCGCCGGCTGCACCATG 1060 
RN              TCCCCGCCGGCCGCACCATG 1060 
HS              -----GCAGGTGCCACCATG 1124 
                     ** **   ******* 
 
Figura  19.  Parte  del  resultado  del  alineamiento  de  múltiples  secuencias  con  las 
secuencias NRSE predichas resaltadas.  
 
Esto  podría  contribuir  a  explicar  porqué  los  ratones  no  padecen  la  EP  y  los 
sistemas modelo de roedores utilizados para su investigación son animales que 
han  tenido  que  ser modificados  para  simular  la  EP  y  padecer  algunos  de  los 
síntomas  más  comunes.  Aunque  se  necesita  mucha  más  investigación  para 
poder afirmar esta hipótesis. 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5. Ensayos de expresión de Luciferasa en las líneas celulares HeLa y SH‐SY5Y en 
función de la construcción transfectada 
Si la hipótesis planteada acerca de la participación de NRSF en la regulación del 
gen  LRRK2  es  cierta,  la  expresión  de  la  Luciferasa  debe  ser  similar  en  otras 
líneas celulares no neuronales y neuronales. Por ello se realizó el mismo ensayo 
de expresión de la Luciferasa en la línea celular HeLa (figura 20). La transfección 
se realizó en una placa de 96 pocillos con el método FuGENE ® HD. 
 
 
  
Figura  20.  Representación  de  la  expresión  de  la  luciferasa  en  HeLa  y  valores  de 
expresión de  la  señal neta calculada  tal  como se ha explicado anteriormente. Se han 
eliminado el control y el Basic del gráfico para que el patrón pueda observarse con más 
claridad. 
 
Se  comprobó  que  el  patrón  de  expresión  en  HeLa  es  idéntico  al  de  A204, 
aunque  la  expresión de C11,  C12  y  C13  es más  elevada.  También  se  observó 
que C15 tiene una expresión superior a la esperada. Esto es debido a que entre 
las  posiciones  ‐528  y  ‐525    del  promotor  se  encuentra  la  secuencia  de 
reconocimiento de TFII (CGCC), un factor de transcripción, en el fragmento C15 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c12 
c13 
c14 
c15 
Basic 
Fragmento Señal ± error 
c1 23,10 3,23 
c2 6,48 4,13 
c3 5,08  0,33 
c4 5,93 0,11 
c5 25,90 2,83 
c6 6,63 1,63 
c7 4,56 1,78 
c8 0,72 0,42 
c9 0,30 0,00 
c10 0,51  0,03 
c11 118,25 6,78 
c12 270,20 9,54 
c13 89,67 1,26 
c14 8,11  2,25 
c15 43,36 8,04 
Basic 3,66 1,23 
Control 1113,62 106,78 
Resultados y discusión   
 
53 
 
que  está muy  próximo  al  inicio  de  transcripción  de  la  Luciferasa.  Puesto  que 
está situado en el extremo 3’ de C15, por  lo que  la transcripción podría verse 
activada. 
Por otra parte, se  transfectaron estas mismas construcciones, y con el mismo 
método, en la línea celular neuronal SH‐SY5Y sin diferenciar, con la hipótesis de 
partida de que el patrón de expresión sea el mismo (figura 21). 
 
 
  
Figura 21. Representación de la expresión de la Luciferasa en SH‐SY5Y no diferenciadas 
y  valores  de  expresión  de  la  señal  neta  calculada  tal  como  se  ha  explicado 
anteriormente. 
 
Tal como se observa en la figura 21, el patrón de expresión es el mismo y, por 
tanto,  la  suposición  planteada  en  la  que  NRSF  actúa  como  silenciador 
impidiendo  la  transcripción  del  gen  es  demostrada  en  tres  líneas  celulares 
distintas (A204, HeLa y SH‐SY5Y) no neuronales y neuronales. 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Basic 58,29 8,37 
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6. Ensayo de optimización de la diferenciación celular de SH‐SY5Y con ATRA 
Según  los  resultados  obtenidos  hasta  el  momento  y  el  análisis  realizado,  el 
siguiente punto en  la  investigación es  la diferenciación de  la  línea celular SH‐
SY5Y a neuronas. Ya que, si la hipótesis planteada es cierta, en estas células la 
expresión del factor de transcripción NRSF es menor, el patrón de expresión de 
la  Luciferasa en  función de  la  construcción  transfectada debería  ser diferente 
cuando esté afectada por la presencia o ausencia de NRSF. 
Aunque  varios  autores  han  descrito  la  diferenciación  de  SH‐SY5Y  únicamente 
con ATRA y con la acción conjunta de PMA  con un resultado exitoso (Bedini et 
al., 2010), en este trabajo se ha necesitado de un ensayo de optimización del 
proceso  de  diferenciación.  Este  ensayo  prueba  distintos  métodos  de 
transfección y adición de ATRA a diversos tiempos en dos densidades celulares 
de  SH‐SY5Y,  tal  como  se  ha  descrito  en  el  apartado  3.3.  de  Materiales  y 
métodos.  
De  la  observación  de  la  fluorescencia  de  las  células  transfectadas  en  un 
microscopio confocal se extrajeron diversas conclusiones. 
• La transfección con jet‐PEI es más eficaz que con FuGENE ® HD ya que 
se transfectan un mayor número de células (figura 22).  
 
 
 
Figura 22. Fotografías de las células transfectadas con GFP realizadas 1 día después de 
iniciar el ensayo. (A) Células correspondientes al pocillo 1F, transfectadas con FuGENE ® 
HD,  de  densidad  celular  elevada.  (B)  Células  correspondientes  al  pocillo  1J, 
transfectadas con jet‐PEI, de elevada densidad celular.  
 
 A                            B 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• No  obstante,  jet‐PEI  resulta  tóxico  en  combinación  con  ATRA  y  las 
células mueren a partir de las 24 h de la transfección (figura 23). 
 
 
                 
 
Figura 23. Fotografías de  las células transfectadas con GFP realizadas 5 días después 
de  iniciar  el  ensayo.  (A)  Células  correspondientes  al  pocillo  1F,  transfectadas  con 
FuGENE ® HD, de densidad celular elevada.  (B) Células correspondientes al pocillo 1J, 
transfectadas con jet‐PEI, de elevada densidad celular. (C) Células correspondientes al 
pocillo 4J, transfectadas con jet‐PEI, de elevada densidad celular. 
 
• Es preferible una menor densidad celular (0,5x104 células/pocillo) tanto 
con  el  método  FuGENE  ®  HD  como  con  jet‐PEI  ya  que  las  células 
alcanzan  la  confluencia  mucho  más  tarde.  También  permite  observar 
mejor la morfología celular (figura 22 A y figura 23).  
 
 
Figura 23. Fotografía de  las  células  transfectadas  con 
GFP  realizada  5  días  después  de  iniciar  el  ensayo.  (A) 
Células  correspondientes  al  pocillo  1F,  transfectadas 
con FuGENE ® HD, de densidad celular baja.  
 
 
• Tras 5 días del  inicio del experimento, no se aprecia con claridad si  las 
células de los pocillos 1 se han diferenciado, ya que tanto en 1 como en 
4  se  observan  células  alargadas  y  redondeadas;  aunque  sí  parecen 
 A                                                         B                                                     C 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predominar  las  células  alargadas  en  los  pocillos  tratados  con  ATRA 
(figura 22 A y figura 24). 
 
 
Figura  24.  Fotografía  de  las  células 
transfectadas  con  GFP  realizada  5 
días después de iniciar el ensayo. (A) 
Células  correspondientes  al  pocillo 
1F, transfectadas con FuGENE ® HD, 
de densidad celular baja.  
 
 
 
• Tras  8  días  del  inicio  del  experimento  se  observa  que  1F  es  capaz  de 
mantener  la  proteína  GFP  transfectada  y  que  las  células  son  más 
alargadas y, aparentemente, tienen una tasa de crecimiento menor que 
en 4F (figura 22 A). Las células de los pocillos 2F se transfectan con más 
dificultado debido a que ya habían comenzado su diferenciación cuando 
se adicionó el ATRA. Finalmente, las células de 3F prácticamente no han 
sido transfectadas, únicamente algunas sueltas; esto es debido a que se 
encuentran  ya  diferenciadas  y  su  morfología  es  más  alargada.  No 
existen  imágenes que de  los pocillos 2, 3 y 4, 8 días después del  inicio 
del ensayo. 
 
• Sin  embargo,  estos  resultados  no  aseguran  que  nosotros  seamos 
capaces de diferenciar las células con el ácido retinoico, a pesar de que 
otros  grupos  de  investigación  obtengan  ya  buenos  resultados  en  esto 
como  se  ha  nombrado  anteriormente.  Por  ello  requerimos  de  un 
estudio en más profundidad para corroborarlo. 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7. Ensayo de diferenciación en frascos de 75 ML 
Se pretenden observar  los  cambios morfológicos que  se producen en  la  línea 
celular SH‐SY5Y tratada con ATRA y supuestamente diferenciada. Este ensayo, 
descrito en el apartado de 3.3. de Materiales y Métodos, permitió realizar un 
análisis  visual  de  la  repercusión  del  ATRA  en  la  línea  celular.  Se  realizó  un 
seguimiento fotográfico de los cultivos celulares (figura 25). 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 no ATRA  ATRA (1µM) 
Día 1 
   
Día 2 
   
Día 3 
   
 
Día 6 
 
 
 
Figura 25. Seguimiento fotográfico de SH‐SY5Y sometidas a distinto tratamiento. 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Se observa que el crecimiento es más lento para aquellas células tratadas con 
ATRA aunque éste no cesa. Las SH‐SY5Y con ATRA siguen creciendo hasta ser 
confluentes,  no  obstante  tardan  3  ó  4  días  más  que  las  que  no  han  sido 
tratadas. En las imágenes se puede comprobar que la densidad celular aumenta 
con mayor velocidad en  las SH‐SY5Y sin tratar y que suelen crecer agrupadas, 
muy cerca unas de otras, modelando su forma. 
Las células SH‐SY5Y con ATRA crecen más separadas aunque también se forman 
agrupaciones,  y  el  mayor  espacio  que  existe  entre  ellas  favorece  el 
alargamiento de estas  células  y el  crecimiento de neuritas  tras  varios días de 
tratamiento. 
De este ensayo se puede deducir que el ATRA (1 µM) tiene efecto directo sobre 
la morfología y la tasa de crecimiento de la línea celular SH‐SY5Y. No obstante, 
estos cambios observados no aseguran la diferenciación total de estas células. 
 
 
8. Ensayos de expresión de Luciferasa con células SH‐SY5Y tratadas con ATRA 
Al mismo tiempo que se realizó  la optimización del proceso de diferenciación 
de  la  línea  celular  SH‐SY5Y  con  ATRA  (1  µM),  se  realizaron  dos  ensayos  de 
expresión  de  luciferasa  en  SH‐SY5Y  transfectadas  con  las  construcciones  del 
promotor y tratadas con ATRA (1 µM) a diferentes tiempos.  
En  el  primero  de  ellos,  la  concentración  celular  fue  superior  (5  X  104 
células/pocillo) y  las células se transfectaron y se trataron con ATRA al mismo 
tiempo. Como el tiempo máximo que puede expresarse la Luciferasa son 48 h 
antes  de  degradarse,  transcurrido  este  tiempo  se  analizó  su  expresión  en  un 
luminómetro. 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Figura  26.  Resultado  del  análisis  de  expresión  de  la  luciferasa  en  el  luminómetro. 
Únicamente se transfectan  las 6 construcciones más representativas porque se utiliza 
una placa de 24 pocillos. 
 
El patrón de expresión se mantiene, por lo que NRSF se continúa expresando en 
la línea celular y ésta no se ha diferenciado (figura 26). Esto puede ser debido a 
que el tiempo transcurrido desde  la exposición a ATRA hasta el análisis  (48 h) 
no es tiempo suficiente para que las células se diferencien y cambien su patrón 
de  expresión  proteica.  Por  ello  se  realizó  un  segundo  ensayo  en  condiciones 
distintas. 
Este  segundo ensayo utilizó células  cultivadas con ATRA durante 4 días. Estas 
células se plaquearon a una menor concentración (3 x 104 células/pocillo) y se 
transfectaron 24 h más tarde (figura 27). El análisis de expresión de  Luciferasa 
se realizó 48 h tras la transfección. 
Se  esperaba  que  la  expresión  de  Luciferasa  hubiera  variado  puesto  que  se 
supone que con este tratamiento las células SH‐SY5Y han sido diferenciadas. 
 
 
Figura  27.  Fotografía  de  las 
células  SH‐SY5Y  tomada 
0  100  200  300  400  500 
c2 
c3 
c4 
c11 
c12 
c13 
Basic 
Control 
Vector  Señal  ± error 
c2  100,80  30,69 
c3  73,34  22,63 
c4  76,62  5,77 
c11  126,17  23,61 
c12  385,43  85,78 
c13  100,48  16,36 
Basic  17,59  2,32 
Control  120,18  50,20 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momentos antes de la transfección. 
 
Figura  28.  Resultado  del  análisis  de  expresión  de  la  luciferasa  en  el  luminómetro. 
Únicamente  se  transfectan  las  6  construcciones  más  representativas.  No  se  ha 
representado  el  vector  control  en  el  gráfico  porque,  tal  como  se  observa  en  la  tabla 
adyacente, es muy elevado e impide observar correctamente el patrón de expresión. 
 
Estos  resultados  no  concuerdan  con  los  esperados  puesto  que  el  patrón  de 
expresión resultante (figura 28) es similar al de las SH‐SY5Y sin tratar y la única 
diferencia reside en la poca expresión obtenida si se compara con el valor del 
control. Estos resultados sugieren que NRSF continúa uniéndose a la secuencia 
del  promotor  y  actuando  como  silenciador  de  la  transcripción.  Una  posible 
explicación es que, debido a que las células han sido subcultivadas, únicamente 
se  han  adherido  aquellas  que  no  habían  sido  diferenciadas  durante  el 
tratamiento  con  ATRA  y  la  incubación  de  24  h  con  ATRA  previamente  a  la 
transfección no ha sido suficiente para diferenciarlas, puesto que se necesitan 5 
días como mínimo para que NRSF deje de expresarse (Boehrs et al., 2007). Otra 
causa posible de estos resultados es que las células transfectadas sean aquellas 
que  permanecen  sin  diferenciar  puesto  que  estas  células  muestran  menos 
resistencia a la transfección. Finalmente, el ATRA puede no haber disminuido lo 
suficiente la cantidad de NRSF que se encuentra en la célula, por lo que puede 
0  10  20  30  40  50  60  70  80 
c2 
c3 
c4 
c11 
c12 
c13 
Basic 
Vector  Señal  ±Error 
c2  17,22  0,65 
c3  3,83  0,08 
c4  3,27  0,18 
c11  22,79  0,32 
c12  66,37  3,06 
c13  54,99  0,39 
Basic  9,32  0,77 
Control  1402,34  94,20 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seguir  interaccionando  en  el  promotor  y  distorsionar  la  expresión  de  la 
Luciferasa en las células diferenciadas. 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V CONCLUSIONES 
“Un investigador no tiene patria, su 
trabajo es patrimonio de la humanidad” 
Mariano Barbacid 
1. Este  método  de  análisis  del  promotor  por  deleción  seriada  del  mismo, 
clonación en un vector  con el  gen  reportero  Luciferasa y  transfección en una 
línea celular se ha establecido como un buen procedimiento para su estudio, ya 
que permite conocer qué regiones del promotor son más activas y cuáles son 
secuencias  diana  de  factores  de  transcripción,  tanto  activadores  como 
represores.  
2. El patrón de expresión obtenido para el promotor de LRRK2 en A204 sugiere la 
presencia de un silenciador de la transcripción en la región comprendida entre 
las posiciones ‐115 y +124, región próxima al ATG (situado en la posición +124), 
codón de inicio de la traducción. 
3. Los  resultados  de  los  ensayos  de  transfección  con  todas  las  líneas  celulares 
utilizadas apuntan hacia un papel regulador de NRSF como un silenciador que 
inhibe  la expresión de LRRK2.  Estos  resultados están  también avalados por el 
análisis del promotor in silico  realizado mediante el software MatInspector. 
4. La escasa similitud entre los promotores de LRRK2 humano y sus ortólogos en 
ratón y rata podría  estar detrás de la ausencia de EP en estos animales. 
5. En  la  diferenciación  y  transfección  de  SH‐SY5Y  influye  el  método  de 
transfección  utilizado,  la  densidad  celular  y  el  tiempo  al  que  se  realiza  la 
transfección respecto a la adición de ATRA. 
6. El  ATRA  influye  en  la morfología  de  la  línea  celular  SH‐SY5Y  y  en  su  tasa  de 
crecimiento,  sugiriendo  que  se  está  produciendo  la  diferenciación  celular  a 
neuronas. 
  
 
Bibliografía y webgrafía   
 
66 
 
VI BIBLIOGRAFÍA 
Anand VS. y Braithwaite SP. LRRK2  in Parkinson’s disease: biochemical  functions. The 
FEBS Journal 2009; 276: 6428‐6435. 
Barrachina M, Moreno J, Juvés S, Moreno D, Olivé M, Ferrer I. Target genes of neuron‐
restrictive silencer factor are abnormally up‐regulated in human myotilinopathy. 
The American Journal of Pathology 2007; 171: 1312‐1323. 
Bedini  A,  Baiula M,  Carbonari  G,  Spampinato  S.  Transcription  factor  REST  negatively 
influences  the  protein  kinase  C‐dependent  up‐regulation  of  human  mu‐opioid 
receptor gene transcription. Neurochemistry international 2010; 56: 308‐317. 
Biskup S, Gerlach M, Kupsch A, Reichmann H, Riederer P, Vieregge P, Wüllner U, Gasser 
T. Genes associated with Parkinson syndrome. J Neurol 2008; 255: 8‐17. 
Boehrs  J,  He  J,  Halaby  MJ,  Yang  DQ.  Constitutive  expression  and  cytoplasmic 
compartmentalization  of  ATM  protein  in  differentiated  human  neuron‐like  SH‐
SY5Y cells. Journal of Neurochemistry 2007; 100: 337‐345. 
Braithwaite  SP.  LRRK2  in  Parkinson’s  disease:  building  an  understanding  of  disease 
etiology. The FEBS Journal 2009; 276: 6427. 
Engebrecht  J,  Brent  R,  Kaderbhai MA.  Current  protocols  in molecular  biology.  1991; 
Unidad 1.6: 1.6.1‐1.6.10. 
Greggio  E,  Cookson  MR.  Leucine‐rich  repeat  kinase  2  mutations  and  Parkinson’s 
disease: three questions. Asn Neuron 2009; 1: 13‐24. 
Johnson  DS,  Mortazavi  A,  Myers  RM,  Wold  B.  Genome‐wide  mapping  of  in  vivo 
protein‐DNA interactions. Science 2007; 316: 1497‐1502. 
Kim  CS,  Hwang  CK,  Choi  HS,  Song  KY,  Law  PY,  Wei  LN,  Loh  HH.  Neuron‐restrictive 
silencer factor (NRSF) functions as a repressor in neuronal cells to regulate the µ 
opioid  receptor  gene.  The  Journal  of  Biological  Chemistry  2004;  279:  46464‐
46473. 
Bibliografía y webgrafía   
 
67 
 
Kim CS, Choi HS, Hwang CK, Song KY, Lee BK, Law PY, Wei LN, Loh HH. Evidence of the 
neuron‐restrictive  silencer  factor  (NRSF)  interaction  with  Sp3  and  its  synergic 
repression to the mu opioid receptor  (MOR) gene. Nucleic Acid Research 2006; 
34: 6392‐6403. 
Kojima T, Murai K, Naruse Y, Takahashi N, Mori N. Cell‐type non‐selective transcription 
of mouse and human genes encoding neural‐restrictive silencer factor. Molecular 
Brain Research 2001; 90: 174‐186. 
Kumari  U  y  EK  Tan.  LRRK2  in  Parkinson’s  disease:  genetic  and  clinical  studies  from 
patients. The FEBS Journal 2009; 276: 6455‐6463. 
Lonneke M de Lau, Monique M B Breteler. Epidemiology of Parkinson’s disease. Lancet 
Neurol 2006; Vol. 5: 525‐535. 
Mori N, Schoenherr C, Vanderbergh DJ, Anderson DJ. A common silencer element  in 
the SCGIO and type II Na+ channel genes binds a factor present in nonneuronal 
cells but not in neuronal cells. Neuron 1992; 9: 45‐54. 
Morris KU. Update on the functional biology of LRRK2. Future Neurol 2008; 3(6): 669‐
681. 
Nichols WC,  Pankratz  N,  Hernandez  D,  Paisán‐Ruiz  C,  Jain  S,  Halter  CA, Michaels  V, 
Reed T, Rudolph A, Shults C, Singleton A, Foroud T. Genetic screening for a single 
common LRRK2 mutation in familial Parkinson’s disease. Lancet 2005; 365: 410‐
412. 
Paisán‐Ruiz  C,  Jain  S,  Evans  EW,  Gilks  WP,  Simón  J,  Brug  M,  López  de  Munain  A, 
Aparicio S, Martínez A, Khan N, Johnson J, Ruiz J, Nicholl D, Marti I, Saénz A, Silva 
R, Lees A, Martí‐Massó  JF, Pérez‐Tur  J, Wood NW, Singleton AB. Cloning of  the 
Gene  Containing  Mutations  that  Cause  PARK8‐Linked  Parkinson’s  Disease. 
Neuron 2004; 44: 595‐600. 
Parkinson J. An Essay on the Shaking Palsy. Originalmente publicado como monografía 
por  Sherwood,  Neely    y    Jones  en  1817.  Publicado  por  segunda  vez  en  J 
Neuropsychiatry Clin Neurosci 2002; 14: 223‐236. 
Bibliografía y webgrafía   
 
68 
 
Pathak  BC,  Neumann  JC,  Croyle  ML,  Lingrel  JB.  The  presence  of  both  negative  and 
positive elements in the 5'‐flanking sequence of the rat Na,K‐ATPase α3 subunit 
gene are required for brain expression in transgenic mice. Nucleic Acid Research 
1994; 22: 4748‐4755. 
Schoenherr CJ, Paquette AJ, Anderson DJ.  Identification of potential  target genes  for 
the neuron‐restrictive silencer factor. Proc Natl Acad Sci 1996; 93: 9881‐9886. 
Sketu M Kandhar y William J Marks. Epidemiology of Parkinson’s disease. DM 2007; 53: 
200‐205. 
Tanner  MD.  Early  intervention  in  Parkinson’s  disease:  epidemiologic  considerations. 
AEP 1996; 6: 438‐441. 
Webber  PJ,  West  AB.  LRRK2  in  Parkinson’s  disease:  function  in  cells  and 
neurodegeneration. The FEBS Journal 2009; 276: 6436‐6444. 
Wu J, Xie X. Comparative sequence analysis reveals an intricate network among REST, 
CREB and miRNA in mediating neuronal gene expression. Genome Biology 2006; 
7: R85. 
Yue Z. LRRK2 in Parkinson’s disease: in vivo models and approaches for understanding 
pathogenic roles. The FEBS Journal 2009; 276: 6445‐6454. 
Zimprich A, Biskup S, Leitner P, Lichtner P, Farrer M, Lincoln S, Kachergus J, Hulihan M, 
Uitti  RJ,  Calne  DB,  Stoessl  AJ,  Pfeiffer  RF,  Patenge  J,  Carbajal  IC,  Vieregge  P, 
Asmus  F,  Müller‐Myhsok  B,  Dickson  DW, Meitinger  T,  Strom  TM, Wszolek  ZK, 
Gasser  T.  Mutations  in  LRRK2  cause  autosomal‐dominant  parkinsonism  with 
pleomorphic pathology. Neuron 2004; 44: 601‐607. 
 
 
 
 
Bibliografía y webgrafía   
 
69 
 
VII WEBGRAFÍA  
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html.  Web  de  EMBL‐EBI.  Fecha  de 
consulta: 5 de octubre de 2010. 
http://www.fedesparkinson.org/. Web de la Federación Española de Parkinson. Fecha 
de consulta: 15 de agosto de 2010. 
http://www.genomatix.de/en/index.html. Web  de Genomatix.  Fecha  de  consulta:  16 
de julio de 2010. 
Bibliografía y webgrafía   
 
70 
 
 
Anexos   
 
71 
 
VIII ANEXOS 
 
ANEXO I. Secuencia del promotor de LRRK2 
-1000 caaacaaaca aacaatcaaa agacaaaacc aaaaaacttt ggggttatag 
 -950 acacccatac tcataagtat ttctgaatac caagagaaga gtatttaggt   c1 
 -900 ttgcttctct caacttttca cctttcattt catgtaccct gtcctttgtc 
 -850 tcagctctaa tagctctgag agctgattac ttttcgggtg tcccaagtat 
 -800 caggatcctg cctagtgcaa ctcaaatttc caaaagttaa tttagtggcc 
 -750 ttttggtgac cagagcttca gataactcac agggaaacaa tgtttatttc   c2 
 -700 ctctcccact aacagtcaca aaaaatcata aaaaagagta gcgggggcag 
 -650 ttttgatggc taacccctct ttccatcctt tgggggaaaa ttgctcatct 
 -600 ccctataggt ggaactctaa agacaatgta ttcctaaaag gggccatctg 
 -550 ggcggtgtcc tcttttccca gcgccctgat ttctattctt agatctggag c3,c11-15 
 -500 ataggcggct ttcatttttc ctgctcccag ttcccagacc ttccgtgggg 
 -450 ccgcaggatc cccggctggc gggtcgcgga gggtggccgg ccgggctgcg 
 -400 cactgcgcgc ctccgctgcg gggctccggg cctgtggact cagcggagtc   c4 
 -350 cgctgagtca gtttcttccc gcgcgactcc cggccgcgcc gccgctgcgg 
 -300 tggaatctgg tcccaggagg cggcgtccgc ccggggtccg gtctaggcgt   c5,c15 
 -250 gcgtgggggc cacggtcacg gtcatcccag ccaggcccgg ctccagcagc   c6,c14 
 -200 cccacggccg ccgccagagt tctgcgcggc ccgtcgcctc ggcggagcct 
 -150 ctggcaggcc cctgagctcg tttttggggc ctgagtgggg gaggaggaag   c7,c13 
 -100 ccgagcagga gggctccgga gagggagggc aacgcggggc ggggagctgc   c8,c12 
  -50 ctccttcctc ataaacaggc gggcgtgggc gccgatgggg cccgcgggga 9,c10,c11 
   +1 gcgctggctg cgggcggtga gctgagctcg cccccgggga gctgtggccg    
  +51 gcgcccctgc cggttccctg agcagcggac gttcatgctg ggagggcggc 
 +101 gggttggaag caggtgccac cATG        c1,c2,c3,c4,c5,c6,c7,c8,c9,c10 
 
Sombreado gris: cebadores 5’ (inicio) 
Subrayado: cebadores 3’ (final) 
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ANEXO  II.  Cebadores  utilizados  para  realizar  las  construcciones  del 
promotor de LRRK2 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ANEXO  III.  Resultados  de  la  secuenciación  de  los  ADN  extraídos  de  las 
midipreps utilizando los cebadores específicos del vector, RV3 y GL2 
La  secuencia  correspondiente  al  inserto  clonado  está  enmarcada  entre  las  secuencias 
GGGCTCGAG (en 5', hacia la izquierda de la imagen) y AAGCTTGGC (en 3', hacia la derecha de 
la imagen). 
pGL3‐Basic‐C8_RV3 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pGL3‐Basic‐C10_RV3. 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pGL3‐Basic‐C10_GL2 
 
 
 
 
pGL3‐Basic‐C13_RV3 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pGL3‐Basic‐C13_GL2 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pGL3‐Basic‐C14_RV3 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pGL3‐Basic‐C14_GL2 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ANEXO IV. Alineamiento múltiple de secuencias promotoras de LRRK2 en 
diferentes especies con el programa ClustalW2 
 
Sequence format is Pearson 
Sequence 1: HS          1124 bp 
Sequence 2: MM          1060 bp 
Sequence 3: RN          1060 bp 
 
 
Sequences (1:2) Aligned. Score:  22 
Sequences (1:3) Aligned. Score:  29 
Sequences (2:3) Aligned. Score:  78 
 
 
 
MM              ------------------------------------------GGTTG-GGTCATCTGAGA 17 
RN              ----------GTCTAATTCTCTTCCTGTGTAGATAACCTTGAGTTCG-GGTCATCTAAGA 49 
HS              CAAACAAACAAACAATCAAAAGACAAAACCAAAAAACTTTGGGGTTATAGACACCCATAC 60 
                                                          * *    * ** *      
 
MM              CCATAGAACATCCAAGCCTTGACTACAGCACTGTACCAGAGACTTCTCTTCTTGAAAA-- 75 
RN              CCATAGATCACCCAAGCCTTGACTACAGCACTGCACCAGAGAGTTCTCTTCTTGAAAACC 109 
HS              TCATAAGTATTTCTGAA--TACCAAGAGAAGAGTATTTAGGTTTGCTTCTCTCAACTTTT 118 
                 ****       *      *  * * ** *  * *     *  * **  ***  *      
 
MM              -----ACCTTACTACGTGAGCATTTTCTTTTGCTTTCTT------CTT-GGGATGCAACA 123 
RN              TTATAACCTTACTACTTGAGCTCCCCGCCCCCCCACCTC------CTTTGGAATGCAACA 163 
HS              CACCTTTCATTTCATGTACCCTGTCCTTTGTCTCAGCTCTAATAGCTCTGAGAGCTGATT 178 
                       * *   *  *   *               **       **  *  *    *   
 
MM              TCTTCTTCACAGGG--ATGCTTTAGCACTGTGCCTTGCAGATCTGTCCCCTTCTCCCCCG 181 
RN              CCTTCTTCATAGGA--ATGCATTAGCACTGTGCCTTCCAGATCTGCCCCCTCC------- 214 
HS              ACTTTTCGGGTGTCCCAAGTATCAGGATCCTGCCTAGTGCAACTCAAATTTCCAAA---A 235 
                 *** *     *    * *  * ** *   *****     * **      * *        
 
MM              CCCCCTCCCCTTTCTTCTCCTGCTTCAACTCTTCATTTACCTCTTCTCCTTCCCCCTCCC 241 
RN              ------------------------------------------------------------ 
HS              GTTAATTTAGTGGCCTTTTGGTGACCAGAGCTTCAGATAACTCA-CAGGGAAACAATGTT 294 
                                                                             
 
MM              CCTCTCCCCCTGCTCTCTCCCTCTCTCTTCTTCCTCTACTTCTTCCTCCCTCTCCTTTTC 301 
RN              --------------CTCTCCCTCACTTTTCTCCCTC------------CCCCTCTTTTTC 248 
HS              TATTTCCTCTCCCACTAACAGTCACAAAAAATCATAAAAAAGAGTAGCGGGGGCAGTTTT 354 
                              **  *  ** *       * *                  *  ***  
 
MM              CCTTCCCTTTCTCCCCTCCCCCCATTCCTTCTTTCTAGGTAGGCTCTTA-TAGCCCAGGC 360 
RN              CCCACCCCTCCTCCCCCC-------TCCTTCTTTCTAGATGGGCTCATGGTAGCCCAGGC 301 
HS              GATGGCTAACCCCTCTTTCCA----TCCTTTGGGGGAAAATTGCTCATCTCCCTATAGGT 410 
                     *    * * *          *****      *     **** *        ***  
 
MM              TGGCCTTGAACT----TGTATGAAGCAAGGATGGCCTCCGATTTCTTTGGTTCTTGTCTT 416 
RN              TGGCCTTGTACT----TGTATGAGGCAAAGATGGCCTCTGGCTTCTT-----CCCGTCTT 352 
HS              GGAACTCTAAAGACAATGTATTCCTAAAAGGGGCCATCTGGGCGGTGTC-CTCTTTTCCC 469 
                 *  **   *      *****     ** *  * * ** *     *      *   **   
 
MM              CACCTCCCAGGTGCTGGAAT----TAGCAGTTGCCCCGGCTTTCAGAATACCCCTTTTAA 472 
RN              CACTTCCCAGGTCCTAGAATTCACTCGCAGTTGCTCCGGCTTTCAGACTATCCATTTTAA 412 
HS              AGCGCCCTGATTTCTATTCTTAGATCTGGAGATAGGCGGCTTTCATTTTTCCTGCTCCCA 529 
                  *  **    * **    *    *           *********   *  *   *   * 
 
MM              CTTTAGAGGCCC------GGGCAGCAGTACTAATAACTAGTTCAGACCAAGAATGCCG-- 524 
RN              CTTCAGAAGTCC------GGACGCGAGTACTAATAACTAGTTCTGACCAGGAATGCCGCC 466 
HS              GTTCCCAGACCTTCCGTGGGGCCGCAGGATCCCCGGCTGG--CGGGTCGCGGAGGGTGGC 587 
                 **   *   *       ** *   ** *       ** *  * *  *  * * *  *   
 
MM              -TTTAAAGACTGTTTCTTCCAACCTTAGCTTCACTGACTCTG--CTGTGAGTTCCATCCT 581 
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RN              GTTAAAGGGCTGTTTCTTCCAATCCT--------TGTCTCCA--TCCTGGGGAGCA---- 512 
HS              -CGGCCGGGCTGCGCACTGCGCGCCTCCGCTGCGGGGCTCCGGGCCTGTGGACTCAGCGG 646 
                       * ***     * *   * *         * ***          *   **     
 
MM              TGAGAGCTGAATCAGAGCTCCCAGATCCTGCCTGCAAACTCAAAACAG----AGAGAGGC 637 
RN              -GAGAGCTGAATCAGATCTCCCAGATCCTGCCTGCAAACTCACAACAGCTG-AGAGAGGC 570 
HS              AGTCCGCTGAGTCAGTTTCTTCCCGCGCGACTCCCGGCCGCGCCGCCGCTGCGGTGGAAT 706 
                 *   ***** ****      *     *  *   *   * *    * *     * *     
 
MM              CTTTTGGCAACCA--------CAACCAGAGCTCAGGATAACCA-ACAAGCAAACAACTC- 687 
RN              CTTTTGGCAACCAGAGCC--CCAACCAGAGCCCGGGATAACCA-GCAAGCAAACAACTCA 627 
HS              CTGGTCCCAGGAGGCGGCGTCCGCCCGGGGTCCGGTCTAGGCGTGCGTGGGGGCCACGG- 765 
                **  *  **            *  ** * *  * *  **  *   *  *    * **    
 
MM              ---------------------------------------------------CTAAAGCCC 696 
RN              TACTCCCCCCCCACCCCCCCACCCCACCCCCGCAAACACCACAATAACCACCCAAAGCCC 687 
HS              ---------------------------------------------------TCACGGTCA 774 
                                                                     *  * *  
 
MM              ATGTAGCTGG--CCGATTTTGATTGTTAAACGCTGCATTCTTTGGGGAGCAAATTACTCC 754 
RN              ATGTAGCAGG--CTGATCTTGATCGTTAATCGCTGCGTCCTTTGGGGAGAAAATTACTCC 745 
HS              TCCCAGCCAGGCCCGGCTCCAGCAGCC--CCACGGCCGCCGCCAGAGTTCTGCGCGGCCC 832 
                    ***  *  * *         *     * * **   *    * *           ** 
 
MM              TCTCCCTATAGGGGGAACTCTTAAAAGAAACCGCTTTCCTGAAAGGGGCC-AACTGGGCG 813 
RN              TCTCCCTATAGGGGGAACTCTTAAAAGAAACCGCTTTCCTGAAAGGGGCC-AACTGGGCG 804 
HS              GTCGCCT-CGGCGGAGCCTCTGGCAGGCCCCTGAGCTCGTTTTTGGGGCCTGAGTGGGGG 891 
                    ***   * **   ****   * *   * *   ** *    ******  * **** * 
 
MM              --GTGTCCTCCTTTCCCAACGCCCCTTTGCTATTCTTAG-TGGCGGGGTGGCGGCTTTCG 870 
RN              --GTGTCCTCCTTTCCCAACGCCCCGCTGCTATTCTTAGATCGCCGGGTGGTGGCTTTCG 862 
HS              AGGAGGAAGCCGAGCAGGAGGGCTCCGGAGAGGGAGGGCAACGCGGGGCGGGGAGCTGCC 951 
                  * *    **   *   * * * *                 ** *** ** *   * *  
 
MM              CTTTTCCCC----GGCGGAGTTCCCAGCGGCGCGATGCGGCTGGGCAGGCCGGGCTGAGA 926 
RN              CTTTTCCCCAGGCGGCGGAGTTCCCAGCCGCCCGATGCGGCTCTGCAGGCCGGGCTAAGA 922 
HS              TCCTTCCTCATAAACAGGCGGGCGTGGGCGC-CGATGGGGCCC-GCGGG--GAGC----G 1003 
                   **** *       ** *  *   *  ** ***** ***   ** **  * **      
 
MM              CTGGGCAGGGGCGGT------CGCCGTCACCGTCTGGGCGCGGCTGGGGACCGAGGGCTG 980 
RN              CTGGGCAGGGGCGGTCGCAGTCGCTGTCGCCGTCTGGGCGCGGC-GGGGACCGAGGGCTG 981 
HS              CTGGCTGCGGGCGGTG--AGCTGAGCTCGCCCCCGGGGAGCTGT----GGCCGGCGCCCC 1057 
                ****    *******       *   ** **  * *** ** *     * ***  * *   
 
MM              GGCCTGCAGCGGAGGCGGCCGAGCAGCTCTGAGAGCAGGAGCCGTCCCAGCTCGCCGCAG 1040 
RN              GGCCTGAAGCGGAGGCGGCGGAGCAGTTTGGAGAGCAGGA-CCTTCCCAGCTCGCCGCAG 1040 
HS              TGCCGGTTCCCTGAGCAGCGGA-CGTTCATGCTGGGAGGG-------CGGCGGGTTGGAA 1109 
                 *** *   *    ** ** ** *      *   * ***        * **  *  * *  
 
MM              TCCCCGCCGGCTGCACCATG 1060 
RN              TCCCCGCCGGCCGCACCATG 1060 
HS              -----GCAGGTGCCACCATG 1124 
                                             ** **   ******* 
 
( 
HS:0.63255, 
MM:0.14009, 
RN:0.07406); 
 
 
 
